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Schein und Sein 
Beschränkt: 
Halt dein Rößlein nur im Zügel, 
Kommst ja doch nicht allzuweit. 
Hinter jedem neuen Hügel 
Dehnt sich die Unendlichkeit. 
Nenne niemand dumm und säumig, 
Der das Nächste recht bedenkt. 
Ach, die Welt ist so geräumig, 
Und der Kopf ist so beschränkt. 
 
Wilhelm Busch (1832-1908) 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Die Domäne der Archaea 
Die Entstehung der Erde wird auf etwa 4,6 Milliarden Jahre [ENGEL, 1969] zurückda-
tiert. Vermutlich war im Anfangsstadium die Erdoberfläche enorm heiß; es wird 
vermutet, dass die bodennahe Temperatur kurz nach der Entstehung etwa 180°C 
betrug. Die Abkühlung vollzog sich sehr langsam. Vor 4 Milliarden Jahren unter-
schritt die Temperatur womöglich das erste Mal die 100°C-Grenze. Bei der weiteren 
Abkühlung des Magmas entstand über weite Bereiche der Oberfläche eine brüchige 
Kruste, die an vielen Stellen von Meteoriten durchschlagen wurde. Man nimmt da-
her an, dass durch dieses Bombardement die Urmeere durch das aufsteigende Mag-
ma auf Temperaturen über 110°C [NISBET & SLEEP, 2001] erhitzt wurden. Die Zu-
sammensetzung der Uratmosphäre unterschied sich wohl stark von der heutigen 
Erdatmosphäre. Vermutlich enthielt sie viel Kohlendioxid, Wasserstoff, Methan und 
Ammoniak, jedoch wenig freien Sauerstoff [KASTING, 1993]. Nach bisherigen Er-
kenntnissen muss man wohl davon ausgehen, dass schon sehr früh Leben auf unse-
rem Planeten existierte. So weisen δ13 C-Werte von über 15‰ in den Isua Metase-
dimenten auf Grönland darauf hin, dass organische C-Fixierung bereits vor 3,8 Mrd. 
Jahren stattfand [SCHIDLOWSKI, 1995]. Zum Ablauf der präbiotischen und frühbioti-
schen Evolution existieren verschiedene Hypothesen. Bis heute gibt es keine zu-
sammenhängende Theorie, die erklären kann, wie das Leben entstand.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Hypothesen zur präbiotischen Evolution müssen verschiedene Aspekte erklären: Die 
abiogene Entstehung der Biomoleküle, d.h. ihre Entwicklung aus nicht lebenden 
bzw. nichtorganischen Vorläufern [MILLER & UREY, 1959], die Entstehung sich selbst 
replizierender chemischer Informations-Systeme [OHNO, 1987], die Entstehung der 
Abb. 1.1.: Zeitskala der Evolution: Von der Entstehung der Erde bis heute. Modifiziert nach [ASIMOV,
1991] Die Entstehung des Lebens wird auf ca. 3,8 Mrd. Jahre zurückdatiert. 
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gegenseitigen Abhängigkeit von Funktion (Enzyme) und Information (RNA, DNA) 
[PICCIRILLI et al., 1987] unter den Umweltbedingungen der Erde vor 4,5 bis 3,5 Mil-
liarden Jahren [SUESS, 1975] (Abb. 1.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
So ist zu vermuten, dass sich die erste mikrobielle Lebensgemeinschaft aufgrund der 
vorherrschenden Bedingungen aus thermophilen chemotrophen Organismen zu-
sammensetzte [FORTERRE, 1996; NISBET & FOWLER, 1996]. Nur hyperthermophile 
Organismen, mit Wachstumsoptima über 80°C, konnten sich vermutlich unter sol-
chen Bedingungen entwickeln [BLÖCHL et al., 1992; PACE, 1991; WÄCHTERHÄUSER, 
1988]. Es wird angenommen, dass hyperthermophile Prokaryonten den phylogene-
tisch ältesten Organismen angehören und dem postulierten Progenoten (dem Uror-
ganismus) am nächsten stehen [KANDLER, 1992; WÄCHTERHÄUSER 1988]. Dies zeigen 
auch die auffallend kurzen phylogenetischen Astlängen des über 16 S rRNA-
Analysen entwickelten Stammbaums des Lebens [WOESE & FOX, 1977; WOESE et al., 
1990] (Abb.1.2.). Gleichwohl muss hier darauf hingewiesen werden, dass die lang-
sam evolvierten Hyperthermophilen keinesfalls als „primitiv“ zu bezeichnen sind. 
Einige Organismen mögen phenotypisch primitiven Lebensformen entsprechen, 
doch stellen alle heute lebenden Organismen an ihre „ökologische Nische“ erfolg-
EUCARYA 
Giardia lamblia 
Pilze 
Ciliaten Tiere 
Pflanzen 
Flagellaten 
Microsporidien 
Grüne schwefelfreie 
 Bacteria 
Gram-positive 
Bacteria 
Proteobacteria 
Cyanobacteria
Flavobacteria
Grüne schwefelhaltige 
Bacteria 
Thermotogales 
Aquifex 
BACTERIA 
Abb. 1.2.: Phylogenetischer Stammbaum des Lebens [verändert nach PACE, 1997]. Verzweigungsmus-
ter und Verzweigungslängen basieren auf 16S und 18S rRNA-Sequenzvergleichen [WOESE et al.,
1990].  
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reich angepasste Lebewesen dar. Anfang der 70er Jahre führte die Entwicklung mo-
lekularbiologischer Arbeitstechniken zu neuen Vorstellungen über die Diversifikati-
on des Lebens und zur Erstellung eines universellen Stammbaumes (siehe Abb. 1.2). 
Insbesondere die Sequenzvergleiche von 16 S und 18 S rRNA ließen eine sehr frühe 
Aufspaltung nicht wie früher angenommen in zwei, sondern in drei Entwicklungs-
linien erkennen, deren Deszendenten die Domänen der Eucarya, Bacteria und Ar-
chaea (gr. archaios, ursprünglich) bilden [WOESE & FOX, 1977; WOESE & OLSEN, 
1986]. Somit stehen die Archaea als eine zweite prokaryontische Entwicklungslinie 
den Eucarya gegenüber [WINKER & WOESE 1991; WOESE & FOX, 1977; WOESE et al., 
1990].  
Archaea unterscheiden sich deutlich von Bacteria und Eucarya im Aufbau der Zell-
wand und der Cytoplasmamembran. So bestehen die Zellwände der Archaea entwe-
der aus Protein, Pseudomurein, Polysaccharid oder aus Chondroitin. Bislang ist in 
keinem archaealen Vertrehter Murein, der bakteriellen Zellwand, gefunden wor-
den. Auffallenderweise besitzen Archaea einen zu Bacteria und Eukarya deutlich 
unterschiedlichen Typ von polaren Lipiden. So finden wir hier Anstelle von 1,2-
Diacyl-glyceriden 2,3-Diisoprenoidether [DE ROSA & GAMBACOTA, 1988; DE ROSA et 
al., 1993; LANGWORTHY & POND, 1998]. Das Transkriptionssystem, insbesondere die 
Struktur der RNA-Polymerase, des Promotors und der basalen Transkriptionsfakto-
ren [THOMM, 1996] sowie das Vorhandensein von Histonen zumindest bei einem 
Teil der Archaea, weist auf eine Verwandtschaft zu den Eucarya hin. Eine bevorzug-
te Ähnlichkeit zu den Bacteria zeigt sich dagegen in der Morphologie, dem Fehlen 
eines Nucleus, dem polycistronischen Aufbau von Operons [ACHENBACH-RICHTER & 
WOESE, 1988] und in einzelnen Aspekten des Stoffwechsels [DE VOS et al., 1998]. Die 
Domäne der Archaea spaltet sich in die drei Hauptäste Crenarchaeota, Euryarchaeo-
ta und die nicht kultivierbaren Korarchaeota auf. Neuerdings wird die Bildung einer 
vierten Gruppe vorgeschlagen: die der Nanoarchaeota mit dem bislang einzigen be-
kannten Vertreter Nanoarchaeum equitans. [HUBER et al., 2002]. Die bis jetzt kulti-
vierten Crenarchaeota sind meist hyperthermophile chemolitoautotrophe Archaea. 
Die Euryarchaeota sind hingegen eine physiologisch äußerst diverse Gruppe mit 
vielen extremophilen Organismen. Es kommen methanogene, extrem halophile und 
hyperthermophile Vertreter vor. Methanogene Euryarchaeota sind strikt anaerob, 
wogegen beispielsweise die meisten extrem halophilen Archaea sowohl aeroben als 
auch fakultativ anaeroben Stoffwechsel betreiben können. Des Weiteren können sie 
über Bacteriorhodopsin Lichtenergie  zur ATP-Synthese nutzen. Als Energiequelle 
spielen die in Vulkangasen enthaltenen Schwefelverbindungen und Wasserstoff eine 
zentrale Rolle, als Kohlenstoffquelle CO2. Der chemolithotrophe Stoffwechsel kann 
anaerob oder aerob erfolgen [SCHÖNHEIT & SCHÄFER, 1995; DE ROSA et al., 1984]. 
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1.2 Enzyme thermophiler Organismen und ihre technische Anpassung 
Anpassung eines Organismus an extreme Bedingungen bedeutet, dass alle Zellkom-
ponenten unter diesen Bedingungen ausreichend stabil und physiologisch aktiv sind 
[BROCK, 1967]. Für die Biotechnologie sind insbesondere Enzyme interessant, die an 
hohe Temperaturen angepasst sind, da bei zahlreichen industriellen Applikationen 
Biokatalysatoren benötigt werden, die sich durch hohe Stabilität auszeichen 
[BERTOLDO & ANTRANIKIAN, 2002; BERTOLDO et al., 2001; COWAN, 1992]. So besitzen 
die Proteine dieser Organismen Eigenschaften, die sie gegen Denaturierung schüt-
zen. Zu diesen Determinanten, die für erhöhte Thermostabilität verantwortlich ge-
macht werden, zählen ein höherer Anteil an hydrophoben Aminosäuren, Ionen-
paarbindungen, Oligomerisierung [WALDEN et al., 2004; WALDEN et al., 2001] und 
Vermeidung von deamidierbaren Aminosäurenresten wie Asparagin und Glutamin.  
Für die Anwendung extremophiler Mikroorganismen in der Biotechnologie kom-
men entweder die Organismen selbst oder die von ihnen produzierten Enzyme und 
Zellkomponenten zum Einsatz [GOVARDHAN & MARGOLIN, 1995]. Die Applikation 
von Enzymen aus extremophilen Mikroorganismen kann die verschiedensten indus-
triellen Bereiche, wie z.B. die Waschmittel-, die Lebensmittel-, die Textil-, die Pa-
pier- und die pharmazeutische Industrie umfassen [ANTRANIKIAN & GROTE, 1997]. 
Hierbei haben biotechnologische Verfahren gegenüber traditionellen Methoden den 
Vorteil, dass sie in der Regel weniger Prozessschritte benötigen und umweltverträg-
licher sind, indem sie beispielsweise die Salzfracht (im Falle der Aminosäureproduk-
tion) oder den Einsatz aggressiver Substanzen (Chlor in der Papierbleiche) zu redu-
zieren helfen [NEMATI et al., 2000; KADAR et al., 2004]. Ein weiterer Vorteil, der für 
den Einsatz von Enzymen spricht, ist deren hohe Stereospezifität im Vergleich zu 
chemischen Umsetzungen, bei denen häufig eine aufwendige und kostenintensive 
Racemattrennung erfolgen muss [DANIEL et al., 1996]. Die Enzyme extremophiler 
Mikroorganismen zeichnen sich darüber hinaus durch eine hohe Stabilität gegen-
über Chelatbildnern, Detergenzien und denaturierenden Reagenzien aus, die in ei-
ner Vielzahl von industriellen Verfahren und Produkten zum Einsatz kommen 
[LIAO, 1993].  
 
1.3 Kompatible Solute 
Neben den zuvor genannten intrinsischen Faktoren tragen auch Umgebungsbedin-
gungen, d.h. extrinsische Faktoren zur Aufrechterhaltung der physiologisch aktiven 
Struktur von Makromolekülen bei. Häufig sind hier niedermolekulare, lösliche vor-
wiegend geladene Substanzen (sog. kompatible Solute) beteiligt, die zu hohen Kon-
zentrationen in der Zelle akkumuliert werden können, ohne Einfluss auf den Meta-
bolismus der Zelle zu nehmen.  
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Nach Timasheff beruht die stabilisierende Wirkung der kompatiblen Solute auf ei-
nem Ausschluss des jeweiligen Solutes aus der das Makromolekül unmittelbar um-
schließenden Lösungsmittelhülle. Unter thermodynamischen Gesichtspunkten stellt 
diese „preferential exclusion“ eine ungünstige Situation dar, da hier eine Ungleich-
verteilung des kompatiblen Solutes vorliegt. Als Folge nimmt das Makromolekül 
eine möglichst kompakte Struktur an, die die geringste Oberfläche und damit das 
kleinste mögliche Solut-freie Volumen bedingt [ARAKAWA & TIMASHEFF, 1985]. 
. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kompatible Solute wurden erstmals in Zusammenhang mit der Osmostressantwort 
verschiedener Organismen identifiziert und seitdem auch als Osmoprotektiva be-
zeichnet [FARIA et al., 2004; LANDFALD & STRØM, 1986; WOOD, 1988]. Sie gehören 
verschiedenen Stoffklassen an, welche charakteristisch für die unterschiedliche Salz-
toleranz der jeweiligen Organismen sind: Zucker (Trehalose [6] und Saccharose) und 
Schwefelverbindungen (z.B. Dimethylsulfonopropionat) sind typisch für nicht ha-
lophile und halotolerante Mikroorganismen [COSQUER et al., 1999]. Solute dieser 
Gruppe werden in cytoplasmatischen Konzentrationen bis zu etwa 500 mM synthe-
tisiert. Insbesondere Trehalose wird als allgemeiner Stressmetabolit angesehen und 
wird auch von E. coli akkumuliert [WELSH & HERBERT, 1999] Polyole (Glycerol, A-
rabitol, Inositol [11]) treten bei halophilen Pilzen sowie bei salztoleranten Pflanzen 
auf [PETROVIC et al., 2002]. Aminosäuren und Aminosäurederivate sind für Organis-
men mit erhöhter Salztoleranz charakteristisch und können in Konzentrationen  
über 500 mM akkumuliert werden. Dazu gehören Prolin [2], die Tetrahydropyrimi-
dinderivate Ectoin [1] und Hydroxyectoin, Glycinbetain, acetylierte Diaminosäuren 
und Glutaminderivate. Die Akkumulation erfolgt durch de novo-Synthese und 
durch Aufnahme aus dem Medium. Die Aufnahme der Solute wird, wenn beide 
nativ 
Ausgeschlossenes 
Kompatibles Solut 
Ausschlussbereich
H2O 
H2O 
Abb. 1.3.: Denaturierung eines Proteins in einer Lösung, die kompatible Solute enthält [nach
TIMASHEFF, 1998] Preferential exclusion von kompatiblen Soluten. Der Mechanismus des Ausschlus-
ses von der Proteinoberfläche hängt vom Protein selbst ab. 
H2O 
H2O 
denaturiert
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Möglichkeiten offen stehen, bevorzugt, da sie energetisch günstiger ist [CANOVAS et 
al. 1996]. Mikroorganismen, die an salinen Standorten leben, sind einer hohen Io-
nenstärke und Wassermangel ausgesetzt. Die hohe Ionenkonzentration ist gleichbe-
deutend mit einer verringerten Wasseraktivität, so dass saline Biotope als (physiolo-
gisch) trockene Standorte zu betrachten sind. Da Wasser über die Zellmembran frei 
permeabel ist, verliert ein nicht halophiler Organismus aufgrund der unterschiedli-
chen Wasseraktivität sein freies Zellwasser in das saline Außenmedium. Halophile 
Mikroorganismen verhindern die Dehydratisierung, indem sie die Wasseraktivität 
ihres Cytoplasmas auf das Niveau des Außenmediums erniedrigen. Hierzu werden 
entweder selektiv K+ Ionen aufgenommen (extrem halophile Archaea) oder kompa-
tible Solute akkumuliert (phototrophe/aerobe chemoorganotrophe Bacteria).  
In den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, dass kompatiblen Soluten auch bei der 
Anpassung an andere widrige Bedingungen wie Kälte, Hitze und Trockenheit eine 
bedeutende Rolle zukommt und, dass sie daher eher als generelle Stressprotektiva zu 
sehen sind [DA COSTA et al, 1998; SANTOS UND DA COSTA, 2001]. Die schützende Wir-
kung von Trehalose [6] gegen viele dieser Stressfaktoren konnte mehrfach demonst-
riert werden [SINGER & LINDQUIST, 1998; SIMOLA et al, 2000], und der Akkumulation 
von Glycerol, dem vorherrschenden Osmolyt in Hefen, konnte eine Thermotoleranz 
zugewiesen werden [SIDERIUS et al., 2000]. Thermophile und Hyperthermophile ak-
kumulieren hingegen Kompatible Solute wie Mannosylglycerat [BORGES et al., 2002]  
[4], zyklisches 1,2-Diphosphoglycerat [7] und Di-myo-Inositol-1,1-phosphat (DIP) 
[8], die bis jetzt nicht oder in sehr niedrigen Konzentrationen in mesophilen Orga-
nismen gefunden werden konnten. Dies scheint eine Anpassung an das Leben bei 
hohen Temperaturen zu sein. Diese Solute sind wie bei allen Archaea im Gegensatz 
zu den neutralen und zwitterionischen Soluten der Bacteria generell negativ gela-
den. Ausnahmen jedoch stellen z.B. das thermophile Bakterium Thermus ther-
mophilus und das Archaeon Thermoproteus tenax dar, die primär Trehalose anrei-
chern [NUNES et al, 1995; AHMED et al., 2004]. Vermutlich hängt dies mit der Tatsa-
che zusammen, dass der überwiegende Teil der cytosolischen Proteine hyperther-
mophiler Organismen nach außen negativ geladen ist, so dass sich Solut und Protein 
gegenseitig abstoßen und einander ausgrenzen [ARAKAWA & TIMASHEFF, 1990]. 
Di-myo-Inositol-1,1-Phosphat (DIP) [8] ist das am weitesten verbreitete kompatible 
Solut hyperthermophiler Archaea. Erstmals wurde es in P. woesei [SCHOLZ et al., 
1992] und Methanococcus igneus [CIULLA & SANTOS, 1994] und später auch in ande-
ren Hyperthermophilen wie Pyrodictium occultum, Archaeoglobus fulgidus, Ther-
mococcus celer und Pyrolobus fumarii [MARTINS et al., 1997; LAMOSA et al., 1998] 
identifiziert. In all diesen Organismen wird DIP erst in hohen Konzentrationen ak-
kumuliert, wenn die Temperatur über dem Wachstumsoptimum liegt, wie bei P. 
furiosus bei einem Wachstum über 101°C [MARTINS & SANTOS, 1995]. Der offensicht-
lichen thermoadaptiven Bedeutung dieser Substanz wird durch die in unserer Ar-
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beitsgruppe von Prof. Dr. Hensel bevorzugte Bezeichnung „thermokompatible Solu-
te“ Rechnung getragen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anwendung finden kompatible Solute sowohl im Kosmetik- als auch im Pharmabe-
reich. Die weitere Forschung in diesem Bereich konzentriert sich darauf, die bisher 
noch nicht verstandenen Mechanismen der Stabilisierung von Biomolekülen aufzu-
klären, die Produktionsverfahren zu verbessern und die Regulation der Biosynthese 
aufzuklären. Basierend auf den Untersuchungen aus Rohextrakten von P. woesei 
[SCHOLZ et al., 1992] und Wolff [Dissertation, 2001], konnten bis dahin folgende Er-
gebnisse zur DIP-Biosynthese erzielt werden. Demnach verläuft der DIP-Synthese-
Weg wie folgt (Abb. 1.4.): Glukose-6-phosphat (G6P) [9] wird durch eine Inositol-1-
phosphat Synthase (IPS) in Inositol-1-phosphat [10] überführt. Dieses Intermediat 
wird durch eine Inositol-1-phosphat-Monophosphatase dephosphoryliert und an-
schließend mit CTP [26] durch die CTP:Inositol-1-phosphat-cytidylyl-Transferase 
aktiviert. Aus der aktivierten Vorstufe und eines weiteren Moleküls Inositol-1-
phosphat synthetisiert die Di-myo-Inositol-1,1-phosphat-Synthase (DIPS) schließ-
lich DIP [8]. Die Enzyme IPS und IMP konnten heterolog exprimiert und die Akti-
vität der DIPS mittels Ionenchromatographie nachgewiesen werden [SCHOLZ et al., 
1998; CHEN et al., 1998].  
Inositol-1-phosphat
Hexokinase
myo-Inositol-1-phosphat 
Synthase 
myo-Inositol-1-phosphat 
Nukleotidyl-Transferase 
Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat- 
Synthase &  
Inositol-Monophosphatase 
Glucose 
Glucose-6-phosphat
CDP-Inositol 
Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat
NAD+ 
CMP + Pi
I1P 
PPi
CTP
ADP
AMP
Abb. 1.4.: Postulierter Biosyntheseweg des Di-myo-Inositol-1,1´-phosphats in Pyrococcus woesei  
[nach WOLFF,  Dissertation 2001]  
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1.4 Produktion von DIP 
Für die Produktion von DIP im Gramm-Maßstab kommt bislang nur die Biosynthe-
se durch hyperthermophile Archaea in Frage. Aufgrund der zu erwartenden hohen 
DIP-Ausbeuten und der relativ einfachen Fermentationsbedingungen bieten sich 
Vertreter der Gattung Pyrococcus (Abb. 1.6) als Produktionsstämme an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pyrococcus Arten sind hyperthermophile Organismen der Ordnung Thermococcales 
mit einer optimalen Wachstumstemperatur von ca. 100 °C. Alle Arten sind che-
moorganotroph und produzieren Wasserstoff oder in Gegenwart von elementaren 
Schwefel auch Schwefelwasserstoff. P. woesei und P. furiosus wurden beide am 
Strand von Porto di Levante auf der Insel Vulcano in Italien aus geothermal erhitz-
ten Sedimenten isoliert (Abb. 1.5) [FIALA & STETTER, 1986].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.5.: Heiße Schwefelfelder (Solfataren) in Italien (Vulcano) mit Temperaturen von bis zu 100°C.
(Foto: TUHH). 
Abb. 1.6.: Elektronenmikroskopische Aufnahme des P. furiosus von H. C. Aldrich, Universität Flori-
da. 
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Beide Arten zeigen hohe morphologische und physiologische Übereinstimmungen. 
Die Organismen sind polytrich begeißelt, sphärisch geformt und haben einen 
Durchmesser von 0,8 bis 2 μm. Das pH-Optimum für das Wachstum verläuft flach 
zwischen pH 6 und pH 8. Die optimalen Konzentrationen an Salz liegen zwischen 
15 und 35 gl-1 NaCl. Unter optimalen Wachstumsbedingungen weisen beide Arten 
eine minimale Verdopplungszeit von 37 min auf und produzieren H2 in Anwesen-
heit von Maltose in S°-freiem Medium. Jedoch zeigt P. woesei eine stärkere Autolyse 
in der stationären Phase als P. furiosus [KRAHE et al., 1996].  
 
1.5 Aufgabenstellung 
Kompatible Solute bilden einen generellen Schutzmechanismus für Zellen gegen 
Stressfaktoren wie Kälte, Hitze, Salz, UV-Strahlung oder freie Radikale. Im Rahmen 
des Zukunftswettbewerbs Ruhrgebiet (Projekt "Heisse Biochemie") wurde mit der 
Firma bitop (Gesellschaft für biotechnologische Optimierung AG) angestrebt weite-
re innovative Produkte aus Extremophilen zu entwickeln. Das allgemeine Konzept 
"Stressschutz durch Kompatible Solute" soll intensiv erforscht und zum Nutze des 
Menschen angewendet werden. Die zukünftigen Anwendungen sollten dabei haupt-
sächlich in den Bereichen Hautschutz, Dermatologie, Onkologie und Diagnostik 
liegen. 
Zu Beginn dieser Arbeit sollte daher bei der Firma bitop AG ein Downshiftprozess 
zur Produktion von Di-myo-Inositol-1,1-phosphat [8] im Gramm-Maßstab entwi-
ckelt werden. Diesem Zweck diente die Etablierung einer Anlage, die eine kontinu-
ierliche Kultivierung von P. furiosus in einem Chemostat erlaubt. Für eine effiziente 
Gewinnung von DIP sollte ferner die Konstruktion eines rekombinanten DIP-
Produzenten wie z.B. E. coli angestrebt werden. In dieser Arbeit wurde daher ver-
sucht die fehlenden Enzyme des DIP-Syntheseweges aus P. woesei zu identifizieren 
und ihre kodierende Sequenz in E. coli zu exprimieren. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Enzyme, Kits, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Acrylamid-Bisacrylamid (37.5:1) 30% SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg 
Agar-Agar Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA 
Agarose Ultrapure Life Technologies, Eggenstein 
Alkalische Phosphatase  Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Ammoniumperoxidsulfat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Ammoniumsulfat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Antibiotika Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Bacto-Pepton Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA 
Bradford-Reagenz zur Protein- Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
bestimmung  
Coomassie-Brilliant-Blue R und G Serva GmbH, Heidelberg 
Cystein/Cystein Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Cytochrom C aus Rinderherz Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Cytidindiphosphat (CDP) Gerbu Biotechnik GmbH, Geiberg 
Cytidinmonophosphat (CMP) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Cytidinmonophosphormorpholidat  Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
(CMP-M)  
Cytidintriphosphat (CTP) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
DNA-Polymerase  MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
aus Thermus aquaticus  
DNA-Polymerase aus P. furiosus MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
dNTP Mix Life Technologies, Eggenstein 
Ferritin aus Pferdemilz Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Filterpapiere Whatman 3 MM Schleicher & Schuell GmbH, Dassel 
GeneRulerTM 1kb DNA Ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Glucose-6-Phosphat Aplichem 
Glucose-6-Phosphat 14C Hartmann 
Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid  Gerbu Biotechnik GmbH, Geiberg 
(IPTG-b)  
L-Laktat Dehydrogenase  Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
aus Kaninchenmuskel  
Maltose Monohydrat (Grad II) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Molekularmassenstandard SDS-7H Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
Molekularmassenstandard #SM0671 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Molekularmassenstandard #SM0661 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Natriumhydroxidlösung (50%ig) VWR International AG, Dietikon, Schweiz  
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Oligonucleotide für PCR, Sequenzier- Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
ung  
Pepton Difco Laboratories, Detroit, Michigan, 
 USA 
Proteinase K VWR International AG, Dietikon, Schweiz 
Problott-Membran (PVDF) Applied Biosystems, Foster City, USA 
Pyruvat Kinase aus Kaninchenmuskel Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
QIAGEN Plasmid-Kit  QIAGEN GmbH, Hilden 
QIAquick Gel Extraktion Kit  QIAGEN GmbH, Hilden 
QIAquick Nucleotide Removal Kit  QIAGEN GmbH, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN GmbH, Hilden 
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
 New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
 am Main 
Rinderserumalbumin Sigma Chemie, München 
RNase A VWR International AG, Dietikon, Schweiz 
Siedegewerbesalz 6C2B1, fein Akzo Nobel, Hamburg 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidel-
 berg 
T4 DNA-Ligase MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Tri-n-Octylamin Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen 
 
 
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in p. a. Qualität von den 
Firmen VWR-International (Darmstadt), Fluka (St.Gallen), Serva (Heidelberg), Bio-
mol (Hamburg), Roth (Karlsruhe), Difco (Stuttgart), Gerbu (Geiberg) und Sigma-
Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Trypticase-Pepton wurde von Becton Dickinson 
(Cockeysville) verwendet. Enzyme und Coenzyme stammten von Roche Diagnostics 
(Mannheim) oder Aplichem (Darmstadt). Alle organischen Lösungsmittel stammten 
von J. T. Baker B. V., Deventer, Niederlande. 
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2.2 Geräte 
Chemilumineszenz-Detektor ChemiDoc Gel Documentation System 
  (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) 
Chromatographieanlagen BioLogic DuoFlow Pathfinder 20 system 
 (Bio- Rad Laboratories GmbH, München) 
HPLC: Pumpe 420, (Kontron Instruments, Neu-
fahrn bei München) Gradientenformer 425, Kol-
lektor Frac-Gradientenformer 425, Detektor 432 
Kollektor Frac-100 Standardchromatographie 
(Pharmacia LKB, Freiburg)  mit Minipuls 3 
Schlauchpumpen (Abimed, Langenfeld) IC: Au-
tosampler ASI-100, DX500  
(Dionex GmbH,Idstein) bestehend aus Eluentor-
ganizer EO1, Gradientenpumpe GP 40, Elektro-
chemischer Detektor ED 40, amperometrische 
Messzelle mit Gold-, Arbeits- und Referenzelek-
trode, UV-Vis vier Wellenlängendetektor   
 
Chromatographiesäulen Leersäulen: C16/20, C26/40, C26/100 
 (Pharmacia LKB, Freiburg) Fertigsäulen: 
 HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade 
 Superose 6 (Pharmacia LKB, Freiburg) 
Dampfsterilisator Webeco Modell H (Webeco GmbH, Bad 
 Schwartau) 
Durchlaufzentrifuge Separator TA 1-01-525 (Westfalia Separ 
 torAG, Oelde) 
Elektrophoresekammern für  Agagel Mini (Biometra GmbH, Göttingen); 
Agarose-Gelelektrophorese Eigenbau der Feinmechanik Universität 
 Duisburg-Essen) 
Elektrophoresekammer für  Minigel-Twin (Biometra GmbH i. L., 
SDS-PAGE Göttingen) 
Fermenter Biostat® 100 L Fermenteranlage (Sartorius 
 BBI Systems GmbH, Melsungen) 
 42 L Laborpilotfermenter Typ LP351 
 (Bioengineering AG, Wald, Schweiz) 
Querstrom-Filtrationseinheit Pellicon (Millipore GmbH, Eschborn) 
Hochdruckpresse für  French Press (SLM Aminco Instruments 
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Zellaufschluss Inc., Vertrieb der Firma Sopra, Büttelborn) 
Inkubatoren RFI-125 Inkubator (Infors AG, Bottmigen, 
 Basel, Schweiz); Certomat H/Certomat R 
 (Sartorius BBI Systems GmbH, Melsungen) 
Kryostat Huber CC240 (Huber Kältemaschienenbau 
 GmbH, Offenburg); Julabo® FP88-HL 
 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) 
Mikroskope Olympus BH-2 RFCA (Olympus 
 Deutschland GmbH, Hamburg); Olympus 
 CHT (Olympus Deutschland GmbH, 
 Hamburg); Leitz Laborlux S (Leitz) 
Photometer Eppendorf 1101M, thermostatisierbares 
 UV/VIS Photospektrometer (Eppendorf 
 AG, Hamburg) 
Plattenwärmetauscher Plattenwärmetauscher GC 030P (SWEP 
 Wärmetauscher Deutschland AG, 
 Hildesheim) 
Pumpen Watson-Marlow 101U und 505U (Watson- 
 Marlow GmbH, Rommerskirchen) 
Thermocycler iCycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, 
 München) 
Vakuum-Zentrifuge Speedvac Concentrator (Savant, Farmindale, GB) 
Zentrifugen Ultrazentrifuge L8-80 (Beckman Coulter# 
 GmbH, Krefeld); Großzentrifuge Avanti  
 J25 (Beckmann, München); Tischzentri- 
 fuge Sigma 3K12 (Sartorius BBI Systems 
 GmbH, Melsungen) 
 
2.3 Organismen  
Pyrococcus woesei; DSM 3773 [ZILLIG, 1988] 
Pyrococcus furiosus; DSM 3638 [FIALA & STETTER, 1986] 
Escherichia coli; K12 Stamm DH5α; DSM 6897 [HANAHAN, 1983] 
Escherichia coli; Rosetta(DE3); Firma Novagen [Novagen] 
Escherichia coli; Rosetta(DE3) pLysS; Firma Novagen [SUDIER & MOFFATT, 1986] 
Escherichia coli; One Shot TOP10; Firma Novagen [GRANT et al., 1990] 
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2.4 Anzucht der Organismen 
Sowohl Pyrococcus furiosus (P. furiosus) als auch Pyrococcus woesei (P. woesei) 
wurden in Glasflaschen (250 ml Schott-Flaschen mit Butylstopfen verschlossen) und 
in Fermentern mit Komplexmedium unter anaeroben Bedingungen [modifiziert 
nach RAVEN et al, 1992] kultiviert (Tabelle 2.1). Um Maillard-Reaktionen [BELITZ & 
GROSCH, 1992] auszuschließen, wurden Aminosäure- und Ammonium-haltige Lö-
sungen separat von der jeweiligen Kohlenstoffquelle Maltose (6,5 g/l), Malzextrakt 
(6,5 g/l) oder löslicher Stärke (10 g/l) autoklaviert. 
2.4.1 Batch-Fermentation von P. woesei und P. furiosus 
P. woesei und P.furiosus wurden in einem 30 oder 100 l Fermenter unter anaeroben 
Bedingungen bei 98°C und pH 6,8 kultiviert. Die Fermenter wurden mit 1 l einer 
Vorkultur (2 x 108 Zellen/ml) beimpft und über Nacht kultiviert (Rührerdrehzahl 
250 Upm, Gasfluss N2/CO2 0,8 m3/h). Änderungen der Zellzahl wurden mit einer 
Helber-Zählkammer (Ochs, Bovenden) mikroskopisch verfolgt. Vor der Zellernte 
wurde ein Aliquot von 2 l Kulturflüssigkeit entnommen und bis zur Weiterverwen-
dung als Vorkultur bei 4°C gelagert. Die restliche Kulturflüssigkeit wurde über einen 
Plattenwärmetauscher zunächst auf 10°C abgekühlt. Nach einer ca. 20fachen Auf-
konzentrierung mit Hilfe einer Querstrom-Filtriereinheit (Pellicon, Millipore) wur-
de die Zellsuspension bei 10.000 x g zentrifugiert (15 min, 4°C) und das Zellpellet 
bei –80°C gelagert. 
 Tabelle 2.1.: Medium für Pyrococcus spc. nach Raven [RAVEN et al., 1992] modifiziert. 
Grundmedium für 1l: 
NaCl 28 g 
Magnesiumsalze 10 ml 
Lösung A 1 ml 
Lösung B 1 ml 
Lösung C 1 ml 
Lösung D 1 ml 
Hefe 1 g 
Trypton 2 g 
Resazurin 1 ml 
Cystein/HCl 0,5 g 
 
Kohlenhydrate wahlweise: 
Maltose 6,5 g 
Malzextrakt 6,5 g 
Stärke (löslich) 10 g 
Magnesiumsalze (1l): 
MgSO4 x 7 H2O 180 g
MgCl2 x 6 H2O 140 g
Lösung A  (1l): 
Mn(II)SO4 x 4 H2O 9 g
Na3Citrat 4 g
(NH4)2Fe(II) SO4 x 6 H2O 10 g
ZnSO4 x 7 H2O 2,5 g
Cu(II) SO4 x 5 H2O 0,15 g
KAl SO4 x 12 H2O 0,3 g
Co(II)Cl2 x 6 H2O 0,3 g
Ni(II)Cl2 2,5 g
Lösung B  (1l): 
Fe(II)Cl2 x 4 H2O in 1 M HCl 10 g
Lösung C  (1l): 
K2HPO4 500 g 
Na2WO4 x 2 H2O 3,3 g 
H3BO3 7,5 g 
Na2MoO4 x 2 H2O 0,15 g 
NaSeO3 x 5 H2O 0,005 g 
 
Lösung D  (1l): 
CaCl x 2 H2O 56 g
KCl 16 g
SrCl x 6 H2O 4 g
NaBr 25 g
KJ 10 g
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2.4.2 Kontinuierliche Fermentation von P. furiosus zur Produktion von Di-
myo-Inositol-1,1´-phosphat (DIP) 
Die Fermentationsanlage zur Produktion von Di-myo-inositol-1,1´-phosphat [8] ist 
vereinfacht in Abb. 3.1 Seite 38 dargestellt. Kernbestandteil ist ein sterilisierbarer 
Laborpilot-Fermenter Typ LP351 mit einem nutzbaren Volumen von 30 Litern der 
Firma Bioengineering und einer dazugehörigen Steuer- und Regeleinheit. Die abge-
wogenen Chemikalien wurden zunächst in 5 l Gesamtvolumen nacheinander gelöst, 
der pH-Wert mit 5 M NaOH auf pH 6,8 bei RT eingestellt und die Lösung im Fer-
menter auf 30 l mit Wasser aufgefüllt. Anschließend wurde das Medium autokla-
viert. Danach wurde es mit Cystein/HCl 0,5 g/l reduziert und mit Packgas (N2/CO2 
70/30) durchgast. Während der gesamten Fermentation betrug die Begasungsrate 0,8 
m3/h. Nach Erreichen einer Zellzahl von 1 x 1010 Zellen/ml (entspricht einer Feucht-
zellmasse von ca. 1,2 g/l) wurde mit der kontinuierliche Fermentation begonnen. 
Frische Salzlösung, Pepton/Hefe und Malzextrakt wurden steril über eine Pumpe 
zugeführt. Über ein Steigrohr wurden das Reaktionsvolumen des Fermenters und 
dadurch die Teilungsrate des Organismus geregelt. Die durch den Überlauf gewon-
nene Kulturflüssigkeit wurde durch einen Kryostaten auf ca. 4°C gekühlt und konti-
nuierlich über einen Separator (Firma Westfalia) geerntet. Die so gewonnenen 
Feuchtzellen wurden für die spätere DIP-Extraktion bei -80°C eingefroren. 
2.4.3 Kultivierung von Escherichia coli  
Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C in 
zuvor autoklaviertem flüssigen LB-Medium (1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1% 
NaCl). Für die Herstellung von festem Medium wurde 1,5% Agar zugesetzt. Für eine 
optimale Sauerstoffversorgung wurden kleine Flüssigkulturen (2-400 ml) bei 220 
Upm im Inkubator geschüttelt. Bei größeren Anzuchten bis zu 17 l Kulturvolumina 
wurden die Ansätze mit sterilfiltrierter Pressluft bei einer Rate von 50 l/min begast. 
Antibiotika wurden entsprechend den Plasmid codierten Resistenzen in Konzentra-
tionen  von 100 μg/ml Ampicillin bzw. 34 μg/ml Chloramphenicol eingesetzt. Der E. 
coli Stamm DH5α wurde zur Etablierung von Plasmiden und Gewinnung von Plas-
mid DNA genutzt. Die heterologe Expression von rekombinanten Proteinen erfolgte 
in E. coli Rosetta(DE3). Dabei wurde LB-Medium mit 1% einer Vorkultur inoku-
liert. Bei einer optischen Dichte (578 nm) von 0,6 bis 0,8 wurde durch Zugabe von 1 
mM IPTG die Expression des Proteins über den T7-Promotor induziert und die In-
kubation für weitere drei Stunden fortgesetzt. Nach Abkühlen der Kultur auf Eis 
wurde die Zellsuspension bei 6500 x g für 15 min abzentrifugiert und anschließend 
das Pellet bei –80°C gelagert. 
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2.5 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA 
2.5.1 Isolierung von genomischer DNA aus P. woesei  und P. furiosus  
Die Präparation genomischer DNA aus P. woesei und P. furiosus wurde in Anleh-
nung an ein Protokoll von Weil [WEIL et al., 1988] nach einer Modifikation von 
Meakin [MEAKIN et al., 1991] durchgeführt. Hierbei wurde 1 g tiefgefrorener Zellen 
unter ständiger Zugabe von flüssigem Stickstoff zermörsert. Nach Aufnahme in 10 
ml Aufschlusspuffer (250 mM Saccharose, 10 mM Tris pH 7,4, 10 mM EDTA, 1% 
SDS) wurden 100 μg/ml Proteinase K zugegeben und die Zelltrümmer abzentrifu-
giert (37.000 x g, 15 min, 4°C). Durch Zugabe von 10 ml eiskaltem Isopropanol und 
anschließender Inkubation bei –20°C für 30 min wurde die DNA aus der Lösung 
gefällt. Durch Zentrifugation wurde die DNA pelletiert und über Nacht schonend in 
5 ml Inkubationspuffer (50 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH 8) resuspendiert. Durch 
RNase-Verdau (100 μg/ml, 60 min, 37°C) sowie eine Phenol/Chloroform-Extraktion 
wurde die DNA gereinigt. Nach Zugabe von 1/5 Volumen NH4-Acetat [10 M] und 
Ethanol bei –20°C für 30 min wurde die DNA pelletiert (20.000 x g, 20 min, 4°C), 
zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und schließlich in 400 μl A. bidest aufgenom-
men. 
2.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
2.5.2.1 Plasmid-Präparation durch alkalische Lyse 
Plasmid-DNA zur Restriktion und Klonierung wurde mittels alkalischer Lyse isoliert 
[BIRNBOIM & DOLY, 1979]. Dabei wurden 1-2 ml einer Übernachtkultur abzentrifu-
giert (12.000 x g, 5min) und das Zellpellet in 300 μl Puffer 1 (50 mM Tris, 10 mM 
EDTA, pH 8, 100 μg/ml RNase) resuspendiert. Durch Zugabe von 300 μl frisch ange-
setztem Puffer 2 (0,2 M NaOH, 1% SDS) und anschließender Inkubation von 5 min 
bei RT wurden die Zellen lysiert. Die Fällung der genomischen DNA erfolgte durch 
Zugabe von 300 μl eiskaltem Puffer 3 (3 M K-Acetat, pH 4,8) und anschließende 
Inkubation von 20 min auf Eis. Nach Entfernung der genomischen DNA durch 
Zentrifugation (20.000 x g, 15 min, 4°C) wurde die Plasmid-DNA mit 0,7 Volumen 
Isopropanol (10 min, RT) aus dem Ansatz gefällt, anschließend pelletiert (20.000 x g, 
15 min, 4°C) und mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde unter Vakuum voll-
ständig getrocknet und in 50 μl A. bidest aufgenommen.  
2.5.2.2 QIAGEN-Plasmid-Präparation 
Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde nach Anga-
ben des Herstellers mit dem Midi-Plasmid Kit der Firma QIAGEN präpariert. Dabei 
wurden Kulturvolumina von 25 ml (high-copy Plasmide) bzw. 50 ml (low-copy 
Plasmide) verwendet. 
 
 
2. MATERIAL UND METHODEN 
17 
2.5.2.3 Schnellpräparartion von Plasmid-DNA („boiling-prep“) 
Zur schnellen qualitativen Analyse von rekombinanten E. coli-Klonen konnte mit-
tels dieser Methode aus Einzelkolonien Plasmid-DNA zur PCR-Amplifikation ge-
wonnen werden. So war ein schnelles Screening von Klonen ohne vorherige An-
zucht möglich. Die Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agar-
Platte gepickt. Ein Teil der Zellen wurde auf einer weiteren Platte ausgestrichen, der 
Rest in 50 μl 10 mM Tris/HCl, pH 7 resuspendiert. Nach Lyse der resuspendierten 
Zellen durch Inkubation bei 94°C für 5 min und anschließender Zentrifugation 
(14.000 x g, 1 min) wurden 5 μl des Überstandes direkt als Template für die PCR 
eingesetzt. 
2.5.3 DNA-Konzentrierung 
Zur Aufkonzentrierung von DNA-Lösungen wurde die DNA mit Isopropanol als 
Fällungsmittel präzipitiert [SAMBROOK et al., 1989]. Die Fällung erfolgte mit 0,7 Vo-
lumen Isopropanol für 10 min bei RT. Anschließend wurde die DNA durch Zentri-
fugation (20.000 x g, 15 min, 4°C) pelletiert, mit eiskaltem 70%igen Ethanol gewa-
schen und in einer adäquaten Menge A. bidest aufgenommen. 
2.5.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen diente der Größen- 
und Mengenabschätzung von genomischer DNA, Plasmid-DNA und PCR-
Produkten sowie der präparativen Gewinnung von DNA-Fragmenten [SAMBROOK et 
al., 1989]. Die Gele enthielten 1 % Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 
8,5; 1 mM EDTA). Zur Visualisierung der DNA wurde 0,5 μg/ml Ethidiumbromid 
zugegeben. Dieser Farbstoff interkaliert in die DNA-Helix und fluoresziert bei Be-
strahlung mit UV-Licht (254 nm). 
2.5.5 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA 
Die Konzentration von DNA in wässrigen Lösungen wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge von λ = 260 nm bestimmt. Dabei entspricht OD260 = 1 einer Konzentra-
tion von 50 μg/ml dsDNA bzw. 40 μg/ml ssDNA [SAMBROOK et al., 1989]. Das Ver-
hältnis von OD260 zu OD280 ergibt den Reinheitsgrad der DNA: Hinreichend saubere 
DNA-Präparationen haben ein Verhältnis OD260/OD280 von 1,8 oder größer. 
2.5.6 Reinigung von DNA-Fragmenten 
2.5.6.1 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
PCR-Fragmente, die nach PCR-Amplifikation oder nach Restriktionsverdau anfie-
len, wurden über eine präparative Agarosegelelektrophorese nach ihrer Größe auf-
getrennt. Das gewünschte Fragment konnte danach auf dem UV-Schirm mit einem 
Skalpell aus dem Gel geschnitten werden. Dabei musste so schnell wie möglich ge-
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arbeitet werden, da DNA durch Einstrahlung von UV-Licht zerstört wird. Die iso-
lierten DNA-Gelstücke wurden danach über das QIAquick Gel Extraction Kit (Qia-
gen, Hilden) oder NucleoSpin Extract Kit (Macherey Nagel, Düren) nach Anleitung 
der Hersteller aufgereinigt.  
2.5.6.2 Reinigung von PCR-Fragmenten 
Für die Reinigung von PCR-Fragmenten direkt aus dem Amplifikationsansatz wurde 
der QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers ge-
nutzt. Bis zu 10 μg DNA konnten dabei an eine Kieselgel-Säule adsorbiert werden. 
Nach einem anschließenden Waschschritt mit PB Puffer (enthält Guanidinhydroch-
lorid und Isopropanol) wurde die DNA nacheinander mit 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 
und A. bidest eluiert. Reste von Isopropanol aus dem Waschpuffer wurden unter 
Vakuum entfernt.  
2.5.7 Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion [MULLIS et al., 1986] ist eine Technik zur exponen-
tiellen Amplifikation von DNA-Fragmenten. Das Procedere verläuft nach folgenden 
Schritten: 
Denaturierung: Aufschmelzen einer dsDNA 
(Template) bei 94°C in zwei Einzelstränge; 
Annealing: Anlagerung von zwei begren-
zenden Oligonukleotid Primern; 
Elongation: Verlängerung der Primer in 5´-
3´-Richtung durch komplementäre Anlage-
rung von Nukleotiden mittels einer thermo-
stabilen DNA-Polymerase. 
 
Der aus den Schritten 1-3 bestehende Zyklus wird 25-30fach wiederholt. 
Für die Bestimmung der Annaelingtemperatur von Oligonucleotiden < 20 bp wurde 
der Schmelzpunkt nach folgender Faustregel berechnet [THEIN & WALLACE, 1986]:  
Tm = (% AT) x 2 + (% GC) x 4 
2.5.7.1 Amplifikation von genomischer DNA und Plasmid-DNA mittels PCR 
PCR-Amplifikationen wurden mit 50-100 ng Template-DNA und je 1 μM Primer in 
einem Reaktionsvolumen von 25 bis 100 μl durchgeführt. Der PCR-Ansatz enthielt 
200 μM dNTPs, 1,5 mM MgCl2 und einen für die unterschiedlich verwendeten 
DNA-Polymerasen entsprechenden Puffer. Die DNA-Polymerase wurde nach An-
gaben des Herstellers eingesetzt, in den meisten Fällen 1 U Enzym pro 25 μl Ansatz. 
 
 
2. MATERIAL UND METHODEN 
19 
2.5.7.2 PCR-Mutagenese 
Zur Klonierung von Genen mit Hilfe der Vektoren pET 11c und pET 15b wurden 
unmittelbar vor und hinter dem Leserahmen des Gens Restriktionsschnittstellen 
mittels ortsgerichteter Mutagenese eingefügt. Dazu wurden in der PCR mutagene 
Primer eingesetzt, die Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen erzeu-
gen, welche außerhalb des Leserahmens schneiden. Um die Fehlerrate bei der 
Amplifikation zu minimieren, wurde eine DNA-Polymerase mit einer zusätzlichen 
3´-5´-Exonukleaseaktivität (“proofreading“-Aktivität) verwendet. Vornehmlich 
wurde die Pwo-Polymerase eingesetzt. 
2.5.8 Enzymatische Modifikationen von DNA 
2.5.8.1 Restriktion von DNA 
Die Restriktion von genomischer DNA und Plasmid-DNA erfolgte mit entsprechen-
den Restriktionsendonukleasen nach Angaben der Hersteller. Dabei wurden 2-3 U 
Enzym/μg DNA eingesetzt und 2-4 Stunden bei der empfohlenen Temperatur inku-
biert. 
2.5.8.2 5`-Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA 
Bei der Ligation ist die Rezirkularisierung des linearisierten Vektors gegenüber der 
Insertion der Fremd-DNA begünstigt. Um dies zu verhindern, wurden die endstän-
digen 5´-Phosphatreste der restringierten Vektor-DNA durch Behandlung mit alka-
lischer Phosphatase (CIP) entfernt. Nach Restriktion wurde 1 μl alkalische Phospha-
tase zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach beendeter Reaktion wurde die 
DNA mit Ethanol gefällt. 
2.5.8.3 Ligation  
Um DNA-Fragmente in Plasmide zu integrieren, wurde restringierte Fremd-DNA 
mit restringierter und dephosphorylierter Vektor-DNA mittels T4 Ligase verknüpft. 
Dieses Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Phosphodiestern 
zwischen benachbarten 3´-Hydroxy- und 5´-Phosphat-Enden doppelsträngiger 
DNA. Fremd-DNA und Vektor-DNA wurden zunächst in einem Verhältnis von 3:1 
(bezogen auf äquimolare Mengen) in einem Volumen von 8 μl gelöst und 5 min bei 
45°C inkubiert, um mögliche Sekundärstrukturen aufzulösen. Nach Zugabe von 1 μl 
10 x Reaktionspuffer (400 mM Tris/HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP, 
pH 7,8) und 1 μl T4 Ligase (1 Weiss-Unit/μl) erfolgte die Ligation über Nacht bei 
4°C. Die Ligation wurde durch Hitzeeinwirkung (70°C, 10 min) beendet. Der Ligati-
onsansatz wurde sofort zur Transformation kompetenter Zellen eingesetzt. 
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2.5.9 Transformation 
2.5.9.1 Präparartion kompetenter E. coli-Zellen 
Zellen der E. coli-Stämme DH5α und Rosetta(DE3) wurden mit RbCl und CaCl2 be-
handelt [PROMEGA TECHNICAL MANUAL, 1994], um die Aufnahme von Fremd-DNA 
zu erhöhen. Dafür wurden 0,2 ml einer Übernachtkultur in 20 ml frischem LB-
Medium bis zu einer OD578 von 0,3 bis 0,5 angezogen. Nach 10minütiger Zentrifuga-
tion bei 2300 x g, 4°C wurden die Zellen in 10 ml eiskalter Lösung A (10 mM MOPS, 
10 mM RbCl, pH 7) resuspendiert und erneut pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml 
eiskalter Lösung B (100 mM MOPS, 50 mM CaCl2, 10 mM RbCl, pH 6,5) aufgenom-
men und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 700 x g, 15 
min und 4°C wurden die kompetenten Zellen vorsichtig in 2 ml eiskalter Lösung B 
resuspendiert und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Für jede Transformation 
wurden frisch präparierte kompetente Zellen herangezogen. 
2.5.9.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
Transformationen unterschiedlicher E. coli Stämme wurden sowohl mit Ligation-
sansätzen als auch mit präparierten Plasmiden durchgeführt. Die Ansätze wurden 
mit 200 μl kompetenten E. coli-Zellen gemischt und 60 min oder länger auf Eis in-
kubiert. Anschließend wurde ein Hitzeschock bei 42°C für 45 sec durchgeführt und 
danach für 5 min auf Eis abgekühlt, um die Poren in der Zellwand zu schließen. Die 
Zellen zog man anschließend für 1 h bei 37°C im Schüttler an. 100 und 900 μl der 
Zellsuspension wurden auf selektiven Antibotikaplatten ausplattiert.  
2.5.9.3 Identifikation rekombinanter Klone durch Antibiotikaresistenz und 
 „boiling  PCR“ 
Je 10 Kolonien der transformierten E. coli-Kulturen wurden für die „boiling“-PCR 
verwendet. Dazu wurden die Kolonien steril gepickt und in 50 μl 10 mM Tris/HCl 
pH 7 aufgenommen. Nach Inkubation für 5 min bei 95°C wurde der Ansatz zentri-
fugiert (13.000 x g, 1 min, RT). Zur Kontrolle des Inserts wurden 10 μl des Über-
stands in eine Standard-PCR mit Vektor-Primern eingesetzt. 
2.5.10 DNA-Sequenzierung 
DNA-Sequenzierungen [SANGER et al., 1977] wurden vom DNA-Sequenzierservice 
der medizinischen Fakultät des Universitätsklinikums Essen mit einem ABI-Prism- 
377 Sequencer durchgeführt. 
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2.5.11 Computergestützte Auswertung von Nucleotidsequenzen 
Zur Analyse von Sequenzdaten, Auffinden von Restriktionsschnittstellen und 
Durchführung von Alignments wurde folgende Computer Software verwendet (Ta-
belle 2.2.) 
Tabelle 2.2.: Computer Software 
Software Referenz Anwendung 
CHROMAS McCarthy, unveröffentlicht Visualisierung von Sequenzchro-
matogrammen auf dem PC 
GENMON 4.4 Gesellschaft für Biotechnische 
Forschung mbH, Braunschweig
Restriktionsanalysen, Bestimung 
des Codon-Gebrauchs, Überset-
zung von DNA- in Aminosäure-
sequenzen 
BLAST 2.0 Altschul et al., 1997 
(www.ncbi.nih.nlm.gov/blast) 
Datenbankvergleiche von DNA- 
und Proteinsequenzen 
Clustal W 1.7 Tompson et al., 1994 Alignments von DNA- und Prote-
insequenzen 
2.6 Analytik und Präparation niedermolekularer Komponenten  
2.6.1 Ionenchromatographie 
Zur Trennung und Detektion von niedermolekularen Substanzen wurde die 
HPAEC-PAD Technik (High pH Anion Exchange Chromatographie with Pulsed 
Amperometric Detektion) verwendet. Als stationäre Phase wurde die CarboPac PA 
10 mit einer AminoTrap als Vorsäule (DIONEX) eingesetzt. 
2.6.2 Herstellung der Eluenten 
Eluent A, 100 mM NaOH:  
1989,6 ml A. bidest wurden 15 min mit Helium 4.6 durchgast. Danach wurden 
10,6 ml einer 50%igen NaOH-Lösung dazupipettiert und für weitere 5 min 
entgast. 
Eluent B, 100 mM NaOH mit 1M Natriumacetat: 
2 l einer 1.005 M Natriumacetatlösung wurden über einen Natriumacetatfilter 
(0,2 μm) sterilfiltriert und 1989,6 ml dieser Lösung mit Helium 15 min entgast. 
Danach wurden 10,6 ml einer 50%igen NaOH-Lösung dazu pipettiert und für 
weitere 5 min entgast. 
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2.6.3 Probenvorbereitung 
Zur Entfernung von Protein wurden die Proben zuvor mit 20%iger eiskalter Trich-
loressigsäure versetzt, auf Eis für 1 h inkubiert und anschließend bei 20.000 x g, 4°C, 
15 min abzentrifugiert. Danach wurde der Überstand mit 10 M KOH neutralisiert. 
Zur Analyse wurden 20 μl auf die Säule injiziert. 
2.6.4 Gerätekonfiguration und Elutionsbedingungen 
Die chromatographische Einheit besteht aus einer AminoTrap, CarboPac PA10, ei-
ner Gradientenpumpe GP40, einem Detektor ED40, der amperometrischen Zelle, 
dem Vierwellenlängen UV-Detektor UVD 170U und dem Autosampler ASI-100 
(DIONEX). Es wurden 20 μl Probe (auf 4°C gekühlt) über den Autosampler injiziert. 
Diese Injektion setzte automatisch die Gerätekaskade des DX500 in Gang. Der De-
tektor arbeitet in einem Detektionsbereich von 50 nC und führte nach dem Start 
automatisch ein Offset durch. Die Elution der Solute wurde bei Raumtemperatur 
mit einer Flussrate von 1ml/min und die Trennung bei konstanter NaOH Konzent-
ration (100 mM) durch einen linearen Gradienten bis 250 mM Natriumacetat in 15 
min durchgeführt. Die Endkonzentration wurde dann für 5 min konstant gehalten. 
Zur Regeneration der Säule wurde diese für 5 min mit 800 mM Natriumacetat ge-
spült und anschließend mit 100 mM NaOH aquilibriert. 
2.6.5 Kernresonanzspektroskopie 
Die Aufnahme der 1H-, 13C- und 31P-NMR Spektren erfolgte mit den Spektrometern 
DPX-300 und DRX-500 der Firma Brucker Biospin GmbH, Karlsruhe; die 13C-NMR 
Spektren sind 1H-breitbandentkoppelt (75.5, 125.7 MHz) und die 31P-NMR Spektren 
wurden 1H-breitbandgekoppelt und –entkoppelt (121.5 MHz) aufgenommen. Die 
chemischen Verschiebungen sind in δ-Werten angegeben und auf D2O (1H-NMR) 
als internen bzw. H3PO4 (31P-NMR) als externen Standard bezogen. Die Analysen 
wurden durchgeführt von Herrn Bandmann, Organische Chemie, Universität Duis-
burg-Essen. 
2.6.6 Herstellung von myo-Inositol-1-phosphat 
myo-Inositol-1-phosphat [10] wurde mit Hilfe der rekombinanten IPS von P. woesei 
aus Glucose-6-Phosphat [9] hergestellt [WOLFF Dissertation, 2001]. Zur Isolierung 
der rekombinanten IPS wurden dazu 23 g des Expressionsklons E. coli BL21DE3 
pET11c+IPS in Aufschlusspuffer (100 mM Hepes, pH 7,6) resuspendiert und durch 
dreimalige Passage durch die French Press (90 bar) aufgeschlossen. Zelltrümmer und 
nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch Ultrazentrifugation (80.000 x g, 1 h, 
4°C) abgetrennt und der Überstand für 30 min bei 90°C hitzegefällt. Ein Großteil der 
E. coli eigenen Proteine konnte so präzipitiert werden. Nach erneuter Zentrifugati-
on (47.900 x g, 30 min, 4°C) wurde der Überstand über Nacht gegen 100 mM Hepes, 
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pH 7,6 dialysiert. 60 ml der Proteinlösung wurden mit 865 mg Glucose-6-phosphat 
[9] (pH 7) und 400 mg NAD+, gelöst in 100 mM Hepes pH 7, versetzt. Nach 1 h In-
kubation bei 85°C wurde der Ansatz auf Eis abgekühlt und das Protein mit 160 ml 
eiskaltem Ethanol gefällt und anschließend zentrifugiert. Der Überstand wurde ge-
sammelt und im Rotationsverdampfer bei 37°C im Vakuum bis zur Trockene einge-
engt. Der farblose Feststoff wurde in 10 ml A. bidest aufgenommen. Das Rohprodukt 
wurde auf eine mit A. bidest äquilibrierte 100 ml DEAE-Sepharose mit einer Fluss-
rate von 1 ml/min aufgetragen. Nachfolgend wurde zuerst mit 400 l A. bidest und 
anschließend mit mehreren Stufen je 100 ml bis 100 mM KCl eluiert. Die I-1-P-
haltigen Fraktionen wurden über Ionenchromatographie analysiert. Die gepoolten 
Fraktionen wurden im Rotationsverdampfer bis auf 10 ml eingeengt und die Lösung 
über einer Sephadex G10 Gelfiltrationssäule entsalzt.  
2.6.7 Herstellung von Cytidin-5`-diphosphat-myo-Inositol 
446 mg 4-Morpholin-N,N´-Dicyclohexylcarboxamidinium Cydidin-5´-Phosphoro-
morpholidat [13] wurden unter trockenem Argon mit 15 ml absolutem Pyridin ver-
setzt. Anschließend wurde das Lösungsmittel bei 30°C im Vakuum abdestilliert. Die-
ser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Separat wurde eine wässrige Lösung des Ka-
lium-Inositol-1-phosphat [10] über eine Dowex-50 Ionenaustauschersäule  (H+-
Form, 1 x 10 cm) gegeben. Nach gründlichem Spülen mit 75 ml A. bidest wurde die 
freie Säure im Rotationsverdampfer auf 2,6 ml eingeengt, die Lösung mit Pyridin 
alkalisiert und mit 860 μl tri-n-Octylamin versetzt. Diese Lösung wurde bis zur Tro-
ckene unter Vakuum bei 30°C eingeengt. Der Rückstand wurde unter trockenem 
Argon in 20 ml Pyridin aufgenommen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. 
Zu dem so getrockneten L-myo-Inositol-1-Phosphat [10] wurde dann unter trocke-
nem Argon das vorbereitete Cytidin-5´-phosphoromorpholidat [13], gelöst in 30 ml 
abs. Pyridin, pipettiert. Das Lösungsmittel wurde noch einmal bei 30°C im Vakuum 
abdestilliert, der Ansatz in 40 ml abs. Pyridin aufgenommen und fünf Tage bei 
Raumtemperatur unter trockenem Argon gerührt. Danach wurde das Lösungsmittel 
bei 30°C im Vakuum abdestilliert. Der Rückstand wurde in 40 ml einer Natriumace-
tat-haltigen Lösung resuspendiert. Die wässrige Phase wurde dreimal mit 30 ml 
Diethylether extrahiert. Die gepoolte organische Phase wurde einmal mit 30 ml A. 
bidest nachgewaschen und die wässrigen Phasen wurden im Rotationsverdampfer 
auf 8 ml eingeengt. Das Entsalzen geschah über eine 1 l Sephadex G10 Gelfiltrations-
säule (3,6 cm x 100 cm) [WOLFF Dissertation, 2001]. 
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2.6.8 Extraktion und Reinigung von Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat (DIP) 
im Technikumsmaßstab 
Die Aufreinigung von DIP [8] wurde von den Mitarbeitern der Firma bitop in Wit-
ten durchgeführt. 350 g lyophilisierte P. furiosus Zellen wurden mit 2,5 l 70%igen 
Ethanol versetzt und bei 90°C 22 Stunden extrahiert. Nach dem Abkühlen wurde 
der Suspension 2,5 l A. bidest zugegeben und 20 min gerührt. Das Zellpellet wurde 
abzentrifugiert und in 2,5 l A. bidest eine Stunde resuspendiert. Nach erneuter 
Zentrifugation wurden beide Überstände vereinigt und im Rotationsverdampfer auf 
ca. 500 ml konzentriert. Die Lösung wurde zweimal mit je 200 ml Chloroform ext-
rahiert. Die wässrige Phase wurde im Rotationsverdampfer auf 200 ml eingeengt. 
Das Produktgemisch enthielt zu gleichen Anteilen DIP und Firoin (Mannosylglyce-
rat [4]). Über Elektrodialyse und Ionenchromatographie wurden beide Substanzen 
voneinander getrennt. 2 l 35 gramhaltige DIP-Lösung wurde mit 120 ml/min auf 
eine QAE-Sephadex A25 (11 cm x 45 cm; Pharmacia) aufgetragen und mit 2 l 
A.bidest nachgewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 mM NaHCO3. Es wurden 2 l 
Fraktionen gesammelt und auf ihren DIP-Gehalt über Ionenchromatographie ge-
prüft. Die gepoolte DIP-haltige Lösung wurde zur Entfernung von Carbonaten mit 
neutral gewaschenem Kationenaustauscher Dowex Marathon C (H+-Form) versetzt, 
bis die Gasentwicklung beendet war und die Lösung einen pH-Wert von etwa 3 auf-
wies. Der Ionenaustauscher wurde durch Dekantieren und Filtration entfernt und 
die Lösung im Rotationsverdampfer auf 5 l konzentriert. Anschließend wurde die 
Lösung mit 1M KOH neutralisiert. Die Lösung wurde 30 min bei Raumtemperatur 
mit 5% Acticarbone CXA Aktivkohle und 2 % Dicalite speed plus Filterhilfsmittel 
(bezogen auf Feststoffgehalt von DIP) behandelt, anschließend sterilfiltriert und 
gefriergetrocknet.  
2.6.9 Colorimetrische Bestimmung von Phosphat 
Phosphat wurde nach der von Baykov und Mitarbeitern [BAYKOV et al., 1989] be-
schriebenen Methode, welche auf der intensiven Grünfärbung der Phosphomolyb-
datkomplexe in Gegenwart von Malachitgrün basiert, bestimmt. Dazu wurden 1-10 
μl Probe mit Wasser bis auf 800 μl aufgefüllt und mit 200 μl Nachweisreagenz (4 
Teile 1,2 mg/ml Malachitgrün in 6 N H2SO4, 1 Teil 7.5% (w/v) Ammoniummolybdat 
und 0.08 Teile 11% (v/v) Tween 20) für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Detektion erfolgte photometrisch bei 630 nm. 1 μM Phosphatlösung ergab bei die-
sem Verfahren eine Extinktion von 0.77. 
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2.7 Proteinanalytische Methoden 
2.7.1 Ultrafiltration 
Durch Ultrafiltration wurden Proteinlösungen entweder angereichert, umgepuffert 
oder aufkonzentriert. Die Ultrafiltration wurde in Vivaspin 6 und Vivaspin 15 mit 
Ausschlussvolumen von 5, 10, 30, 50 und 300 kDa (Vivasciences) bei 4°C (4000 x g) 
durchgeführt.  
2.7.2 Proteinbestimmung [modifiziert nach BRADFORD, 1976] 
Bei dem Bradford-Assay bindet ein saurer Farbstoff, Coomassie brilliant blue G-250, 
unspezifisch an kationische und nicht polare hydrophobe Seitenketten der Proteine. 
Im sauren Milieu verschiebt sich das Absorbtionsmaximum von 465 nm ohne Prote-
in zu 595 nm mit Protein. Die Absorption bei 595 nm ist ein Maß für die Protein-
konzentration. Der Empfindlichkeitsbereich liegt zwischen 2μg/ml – 10 μg/ml Pro-
tein. Protein wurde mit einer modifizierten Methode nach Bradford bestimmt. Es 
wurden 800 μl Probe und 200 μl BioRad Reagenz eingesetzt und 15 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte bei 595 nm. Eine lineare 
Proportionalität der Messwerte war bis zu einer Proteinmenge von 10 μg/ml im Test 
gegeben. Als Standard diente Rinderserum-Albumin Fraktion V (VWR-
International AG, Dietikon). 
2.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelktrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte elektrophoretisch nach Laemmli [LAEMMLI, 
1970] in 7,5%-, 10%- und 12,5%igen diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen 
(7 cm x 8 cm x 0,1 cm) unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von 0,1% 
SDS. Die SDS-Gele wurden mit 30%iger Acrylamid-Bisacrylamid-Fertiglösung 
(37,5%:1%) hergestellt. Die Zusammensetzung der Gele ist der Tabelle 2.3 zu ent-
nehmen. Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese in 2fach oder 5fach 
konzentriertem Probenpuffer aufgenommen (Endkonzentration: 62,5 mM Tris/HCl, 
pH 6,8, 10% Glycin, 2% SDS, 5% β-Mercaptoethanol, 0,005% Bromphenolblau) und 
2-3 min bei 94°C inkubiert. Die Elektrophorese wurde in einer Minigel-Twin-
Kammer (Biometra) bei 10-18 mA durchgeführt. Der Laufpuffer (Anodenpuffer und 
Kathodenpuffer) bestand aus 5 mM Tris, 38.4 mM Glycin und 0.02% SDS (pH-Wert 
wie eingewogen). Für die Proteinwanderung im Sammelgel wurde für 10 min eine 
konstante Spannung von 70 Volt angelegt, die für die Proteinauftrennung im Trenn-
gel auf 210 Volt (50 min) erhöht wurde. Als Standard diente der Prestained Protein 
Ladder #SM0671 von Fermentas mit Untereinheiten der Proteine von 10 bis 200 
kDa. Die rekombinanten E. coli Proteine (0.1-0.2 mg/ml) sind in 62.5 mM Tris-
H3PO4 (pH 7.5 bei 25°C), 1 mM EDTA, 2 % SDS, 10 mM DTT, 1 mM NaN3 und 33 % 
Glycerin.  Weitere Marker wurden von Invitrogen verwendet: Mark12TM unstained 
standard mit den Proteinen Myosin (200 kDa), β-Galaktosidase (116 kDa), Phospho-
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rylase B (97 kDa), BSA (66 kDa), Glutamindehydrogenase (55 kDa), Laktatdehydro-
genase (36 kDa), Carboanhydrase (31 kDa), Trypsininhibitor (21 kDa), Lysozym (14 
kDa), Aprotinin (6 kDa), Insulin B-Kette (3,5 kDa) und Insulin A-Kette (2,5 kDa). 
SeeBlue®Plus2 Pre-Stained Standard von Invitrogen beinhaltet die Proteine Myosin 
(200 kDa), Phosphorylase (148 kDa), BSA (98 kDa), Glutamindehydrogenase (64 
kDa), Alkoholdehydrogenase (50 kDa), Carboanhydrase (36 kDa), Myoglobulin Rot 
(22 kDa), Lysozym (16 kDa), Aprotinin (6 kDa), Insulin B-Kette (4 kDa). Die Fär-
bung der Gele erfolgte mit Coomassie-blue oder Silbernitrat. 
 Tabelle 2.3: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele 
Lösungen Trenngel (12%) Sammelgel (3.75%) 
30%ige Acrylamidlsg. mit 0.8% Bisacrylamid 2 ml 0.25 ml 
1.5 M Tris/HCl Puffer pH 8.8 mit 0.4% SDS 1.25 ml - 
0.5 M Tris/HCl Puffer pH 6.8 mit 0.4% SDS - 0.5 ml 
A. bidest 1.75 ml 1.175 ml 
APS, 10%ige Lsg. 17.5 μl 12.5 μl 
TEMED 3.4 μl 2 μl 
2.7.3.1 Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung mit Coomassie (Brilliant) Blue R-250 ist eines der am häu-
figsten verwendeten Verfahren zur Visualisierung von Proteinen nach einer Polya-
cylamidgelelektrophorese. Die Coomassie-Färbung wurde ursprünglich als Woll-
farbstoff entwickelt und erhielt ihren Namen in Gedenken an die britische Beset-
zung der Ashanti-Hauptstadt Kumasi oder "Coomassie" 1896.   
Das Gel wurde zunächst bei 50°C im Wasserbad in der Färbelösung inkubiert, die 
0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 in Methanol/Essigsäure/Wasser-gemisch 
(3:1:6) enthielt. Zur Entfärbung der Protein-freien Bereiche wurde das Gel in 7,5% 
Essigsäure und 5% Methanol 15 min bei 50°C inkubiert. Die Coomassie-Färbung 
kann zwar zur Quantifizierung der Proteine verwendet werden, färbt aber Polypep-
tide mit vielen basischen Resten (Lysin, Arginin) verstärkt an. Die Nachweisgrenze 
liegt bei 200 ng pro 0.5 cm Bande. 
2.7.3.2 Silberfärbung 
Bei der Silberfärbung bildet das Ag+-Ion Komplexe mit den Glu-, Asp-, und Cys-
Resten der Proteine. Alkalisches Formaldehyd reduziert das Ag+ der Komplexe zu 
Ag. Der Vorteil der Silberfärbung liegt in ihrer hohen Empfindlichkeit, 5 – 30 ng 
pro 0.5 cm Bande. Das Gel wurde zuerst 1 Stunde oder über Nacht fixiert (Methanol 
50% (v/v), Essigsäure 12% (v/v) und Formaldehyd 0.1% (v/v). Anschließend wurde 
dreimal für je 1 Minute mit 48% Ethanol und einmal mit Dinatriumthiosulfat 31.5% 
(w/v) gewaschen. Die Imprägnierung erfolgte 20 Minuten mit Silbernitrat 0.2% 
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(w/v) und Formaldehyd 0.075% (v/v). Vor dem nächsten Schritt wurde das Gel mit 
A. bidest gewaschen. Entwickelt wurde mit Dinatriumthiosulfat, Natriumcarbonat 
und Formaldehyd. Nach Sichtbarwerden der Proteinbanden wurde die Reaktion mit 
EDTA-Lösung gestoppt [modifiziert nach BLUM et al., 1987]. 
2.7.4 Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen unter denaturie-
renden Bedingungen 
Um das apparente Molekulargewicht der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel zu 
bestimmen, wurde eine Kalibrationskurve anhand eines Proteinstandards erstellt. 
Aufgrund dieser Kalibrationskurve kann über die Wanderungsstrecke das apparente 
Molekulargewicht der Untereinheiten des zu bestimmenden Proteins geschlossen 
werden. 
2.7.5 Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen unter nativen Be-
dingungen 
Die apparente molekulare Masse der nativen rekobinanten Enzyme IPS, IMP und 
CITC und der nativen Di-myo-Inositol-1,1-phosphat-Synthase aus P. woesei erfolgte 
durch Molekularsieb-Chromatographie mittels der Gelfiltrationssäulen HiLoad 
26/60 Superdex 200 Prepgrad (Amersham Biosciences, Freiburg; Säulenvolumen 330 
ml) bzw. Superose 6 (Amersham Biosciences, Freiburg; Säulenvolumen 25 ml). Die 
Gelfiltration wurde mit Hilfe der FPLC-Anlage BioLogic DuoFlow Pathfinder 20 
system (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) in einem Tris/KCl-Puffer (20-100 
mM Tris/HCl, pH 8,8, 300 mM KCl) durchgeführt. Bei der Verwendung der präpara-
tiven Säule konnten bis zu 2 ml Proteinlösung aufgetragen werden. Die Flussrate 
betrug 2,2 ml/min und die Fraktionen wurden zu 1 ml gesammelt. Bei der Superose 
6 betrug das maximale Auftragsvolumen 200 μl und die Flussrate 0,3 ml/min. Zur 
Kalibration der Läufe wurden folgende Proteine verwendet: Ferritin (MW 443.000; 
1 mg), Alkohol-Dehydrogenase (MW 148.000; 1,25 mg), D-Lactat-Dehydrogenase 
(MW 78.000; 0,118 mg) und Cytochrom C (MW 12.500; 2 mg). 
2.7.6 Elektro-Proteintransfer „Western-Blot“ 
Der Proteintransfer aus Polyacrylamidgelen auf ein festes Trägermaterial zur N-
terminalen Sequenzierung erfolgte mittels Elektro-Blotting im Tank-Blot-
Verfahren. Als Trägermaterial wurde eine hydrophobe Membran (ProBlottTM, Ap-
plied Biosystems) verwendet. Die Blotmembran und das Watman-Papier wurden 
zwei Minuten in Transferpuffer (50 mM Borsäure-NaOH pH 9; 20 % MeOH; 0,1% 
SDS) äquilibriert. Nach der Gelelektrophorese wurde das Blot-Sandwich luftblasen-
frei zusammengesetzt, wobei die Membran zur Anode und das Gel zur Kathode aus-
gerichtet wurden. Der Transfer fand in einer Mini Trans-Blot® Kammer (BioRad, 
München) bei 4°C über Nacht mit einer konstanten Spannung von 10 V statt. 
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2.7.7 Bestimmung der N-terminalen Aminosäuresequenz 
Die Analyse der N-terminalen Aminosäuresequenz von elektrophoretisch aufge-
trennten und auf einer hydrophoben Membran immobilisierten Peptiden erfolgte 
durch automatisierten Edman-Abbau in einem Gasphasen-Sequenzator. Diese Arbeit 
wurde von Herrn Dr. Arnd Petersen in der Arbeitsgruppe Biochemische und Mole-
kulare Allergologie am Forschungszentrum Borstel durchgeführt. 
2.7.8 Kristallisation 
Die Kristallisationsexperimente der gereinigten Proteine IMP und IPS wurden so-
wohl in sitting drop- als auch im hanging drop-Verfahren durchgeführt. Zur Ein-
grenzung der Kristallisationsbedingungen wurde ein grobes sparse matrix-screening 
[JANCARIK & KIM, 1991] unter Verwendung der Kits Pre Crystallisation, Crystal 
Screen I und II und MPD Screen (Hampton Research, Riverside, USA) durchgeführt. 
Die Verwendung des Pre Crystallisation Kits ermöglicht vorab die geignete Protein-
konzentration einzustellen. Im Screen I werden die Parameter pH, Puffer, Salz und 
Fällungsmittel variiert. Der pH-Bereich erstreckt sich von pH 4,6 bis 8,5 in 50 ver-
schiedenen Lösungen. Die verwendeten Fällungsmittel lassen sich in vier Kategorien 
einteilen: nicht flüchtige Substanzen(2-Methyl-2,4-pentandiol, PEG 400, PEG 4000 
und PEG 8000), flüchtige Substanzen (2-Propanol), verschiedene Salze (z.B. Ammo-
niumsulfat) und Mischungen aus den zuvor genannten Klassen. Screen II verwendet 
in 48 Lösungen ein erweitertes Spektrum an Fällungsmitteln und Salzen. Der pH 
Bereich erstreckt sich von 4,6 bis 9. Ausgehend von solchen Bedingungen, in denen 
sich Kristalle bildeten, wurden weitere Kristallisationsexperimente durchgeführt. 
Durch abgestufte Konzentrationsänderungen der jeweiligen Komponenten, Aus-
tausch eines Fällungsmittels und Variation des pH-Wertes erfolgte eine Optimie-
rung des Kristallwachstums mit dem Ziel, größere Einkristalle mit höherer innerer 
Ordnung zu erhalten. 
2.7.8.1 Seeding 
Seeding-Experimente wurden nach der hanging-drop Methode durchgeführt. Traten 
beim screening Kristalle auf, so konnten diese zum Wachstum größerer Kristalle 
verwendet werden. Dazu wurden unter gleichen Bedingungen ein neues Reservoir 
(800 μl) und ein Tropfen aus 2 μl Proteinlösung und 2 μl Reservoirlösung auf einem 
silikonisiertem Deckgläschen vorbereitet. Mit einem feinen Katzenhaar wurde 
durch die gewachsenen Kristalle des Screens gestrichen und durch den neuen Trop-
fen gezogen. Die kleinen Kristalle regten zu neuem Kristallwachstum an. 
2.7.8.2 Polarisationsmikroskopie 
Kristalle wurden unter einem Leitz Mikroskop mit Polarisationsfilter betrachtet, um 
Aussagen über optische Eigenschaften, Ordnungsgrad und Orientierung der Ein-
heitszellachsen treffen zu können. 
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2.7.8.3 Röntgendiffraktion 
Zur Aufnahme des Diffraktionsmusters wurde der Kristall auf dem Goniometerkopf 
befestigt. Als Röntgenquelle diente eine rotierende Kupferanode (GX-18, Elli-
ot/Enraf-Nonius, Delft), die mit 50 mA und 35 kV betrieben wurde. Die Detektion 
erfolgte über einen elektronischen Multiwire Flächenzähler (Xentronics, Sie-
mens/Nicolet, Madison, WI). 
2.7.9 Heterologe Expression der P. woesei myo-Inositol-1-phosphat 
Phosphatase (IMP), myo-Inositol-1-phosphat Synthase (IPS) und der 
CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyltranferase (CICT) 
Die Expression der IMP, IPS und potentiellen CDP-Inositol bildendenden Nucleoti-
dyltransferasen von P. woesei erfolgte in E. coli BL21(DE3) und E. coli Roset-
ta(DE3). Beide Stämme besitzen das Gen für die T7-RNA-Polymerase unter der 
Kontrolle des lacUV5-Promotors. In den Expressionsvektoren stehen die klonierten 
Gene unter der Kontrolle der T7-Transkription [Studier et al., 1990]. Durch Zugabe 
von IPTG kann die Expression der klonierten Gene induziert werden. Einige Co-
dons, wie z. B. die Arginincodons AGA und AGG, werden in E. coli selten benutzt 
und die entsprechenden t-RNAs liegen in sehr niedriger Konzentration vor. Dies 
kann bei rekombinanten Enzymen, die mehrere dieser Codons enthalten, dazu füh-
ren, dass sie nur schlecht oder gar nicht expremiert werden. Rosetta(DE3) besitzt ein 
zusätzliches Plasmid pRARE, welches für die seltenen tRNAs der Codons AUA, 
AGG, AGA, CUA, CCC und GGA codiert. Diese Codons kommen vermehrt in P. 
furiosus vor. 
2.7.10 Enzymtest der rekombinanten myo-Inositol-1-phosphat Synthase 
 (IPS) 
Die myo-Inositol-1-phosphat Synthase (EC 5.5.1.4) katalysiert die irreversible Reak-
tion von Glucose-6-phosphat [9] zu Inositol-1-phosphat [10] mit Hilfe von NAD+, 
welches eine Oxidoreduktion mit einer anschließenden Aldolkondensation des 
Rings ist. Das NAD+ oxidiert die -CHOH- Gruppe zu -CO- am C-5 des Glucose 6-
phosphat [9].  Dabei wird das C-6 Atom aktiviert und ist in der Lage mit der freien  
-CHO Gruppe am C-1 zu kondensieren; zuletzt reduziert das gebundene NADH die 
Carboxylgruppe am C5 wieder zu -CHOH- und geht als freies NAD+ aus der Reakti-
on hervor. Der Nachweis der IPS-Aktivität erfolgte durch einen diskontinuierlichen 
Test bei 90°C im Thermocycler für 1 bis 5 min. Der Standardansatz enthielt in einem 
Gesamtvolumen von 100 μl 20 mM Tris/HCl, pH 8,8, 5 mM NAD+, 10 mM Glucose-
6-phosphat [9] und 0,16 U myo-Inositol-1-phosphat Synthase. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 45 μl 20%iger Trichloressigsäure gestoppt und der Ansatz für die 
ionenchromatographische Analyse aufgearbeitet. 
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2.7.11 Enzymtest der rekombinanten myo-Inositol-1-phosphat Phosphatase 
 (IMP) 
Die myo-Inositol-1-phosphat Phosphatase (IMP) (EC 3.1.3.25) besitzt zwei Aktivitä-
ten: 1. Dephosphorylierung von Inositol-1-phosphat zu Inositol und Phosphat; 2. 
Hydrolyse von Fructose-1,6-bisphosphat zu Fructose-6-phosphat und Phosphat. Der 
Nachweis der IMPase-Aktivität erfolgte durch einen diskontinuierlichen Test bei 
90°C im Thermocycler für 1 bis 5 min. Der Standardansatz enthielt in einem Ge-
samtvolumen von 100 μl 20 mM Tris/HCl, pH 8,8, 3,5 mM myo-Inositol-1-phosphat 
und 10 μl Enzymlösung. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 45 μl 20%iger 
Trichloressigsäure gestoppt und der Ansatz für die ionenchromatographische Analy-
se aufgearbeitet. 
Der Nachweis der FBPase-Aktivität erfolgte im kontinuierlichen photometrischen 
Test bei 55°C in einem Eppendorf-Photometer mit temperierbarem Küvettenhalter. 
Der Standardansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 1000 μl 100 mM 
Tris/HCl, pH 7, 2 mM NADP+, 10 mM Fructose-1,6-bisphosphat [28], 10 mM MgCl2, 
0,5 U Glucosephosphat Isomerase, 0,28 U Glucose-6-phosphat Dehydrogenase und 
0,16 U myo-Inositol-1-phosphat Phosphatase/FBPase. 
2.7.12 Enzymtest für die putativen CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyltrans-
 ferasen (CICT´s) 
Die CTP-Inositol-1-posphat Cytidylyltransferase (EC 2.7.7.28) katalysiert die Reak-
tion von CTP mit myo-Inositol-1-phosphat [10] unter der Bildung von Cytidin-5´-
diphosphat-myo-Inositol [12] und Pyrophosphat. Der Nachweis der CICT erfolgte 
durch einen diskontinuierlichen Test bei 80°C im Thermocycler für 1 bis 5 min. Der 
Standardansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 μl 100 mM Hepes, pH 
7,6, 150 mM KCl, 1 mM myo-Inositol-1-phosphat [10], 1 mM CTP [26], 10 mM 
MgCl2 und 25 bis 50 μl CICT-Lösung sowie die Hilfsenzyme IMP und DIPS. Die Re-
aktion wurde durch Zugabe von 45 μl 20%iger Trichloressigsäure gestoppt und der 
Ansatz für die ionenchromatographische Analyse aufgearbeitet. 
2.7.13 Enzymtest für die putativen CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyltrans-
 ferasen über Dünnschichtchromatographie (TLC) 
Zur Bestimmung der Transferaseaktivität wurden die Reaktionsansätze (20 mM 
Tris/HCl pH 8,6; 10 mM I1P [10]; 5 mM CTP [26]; 10 mM MgCl2; 5 mM DTT und 
Protein) mit den rekombinanten Transferasen nach Inkubation bei 90°C auf Kiesel-
gelplatten (20 cm x 20 cm HPTLC Kieselgelplatten + F254; Merck, Darmstadt) aufge-
tragen. Nachdem die Proben getrocknet waren, erfolgte die Auftrennung der Sub-
strate und Produkte auf den Platten unter gesättigter Gasphase in einer Lösungsmit-
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telkammer. Das Laufmittel (100 ml) bestand aus einem Gemisch aus Ethylacetat, 
Essigsäure, Wasser und Ammoniak in einem Verhältnis von 6:6:2:1. Nach Beendi-
gung des Laufes wurden die Platten unter einem Abzug getrocknet. Die Nukleotid-
verbindungen wurden unter UV-Licht betrachtet. Da sie das UV-Licht absorbieren, 
gelangt an dieser Stelle das Erregerlicht (254 nm) nicht an die Oberfläche der statio-
nären Phase und es erscheinen dunkle Flecken auf dem fluoreszierenden (F254, man-
ganaktiviertes Zinksilikat) Hintergrund. Die Zuckerberbindungen wurden durch 
Besprühen mit Kaliumpermanganat sichtbar gemacht. Phosphatverbindungen konn-
ten mit Hanes-Reagenz sichtbar gemacht werden. Die Rf-Werte der Substanzen sind 
definiert als Quotient aus der Wanderungsstrecke der Probe WP und der Laufmittel-
front WL: 
L
P
f W
WR =  
Hanes-Reagenz:  0,5 g Ammoniummolybdat wurden in 5,1 ml A. bidest gelöst und 
 mit 1 ml 37%iger Salzsäure und 2,9 ml 60%iger Perchlorsäure ver-
 setzt. Der Ansatz wurde mit Aceton auf 50 ml aufgefüllt. Die Lö-
 sung musste einen Tag vor dem Gebrauch angesetzt werden. Sie 
 färbt alle Phosphatverbindungen. 
Kaliumpermanganat-Reagenz: 0,15 g Kaliumpermanganat in 15 ml Schwefelsäure 
 (96 %) lösen. Eine unspezifische negativ Färbung. 
Molybdatophosphorsäure-Reagenz: 20 %-ige Lösung von  Molybdatophosphorsäure 
 in Ethanol (96 %) zur Färbung von alkoholischen Verbindungen. 
2.7.14 Reinigung und Solubilisierung von „inclusion bodies“ 
Exprimierte Zellen Rosetta(DE3)+Trans1 wurden in PBS-Puffer (phosphate buffered 
saline), dem als Detergenz zur Solubilisierung von lipophilen Membranbestandteilen 
0,5 Vol% Triton X-100 zugesetzt war, resuspendiert. Zur Isolierung der inclusion 
bodies wurde die Bakteriensuspension in der French Press (4°C, 90 bar) aufgeschlos-
sen und anschließend bei 4000 x g für 15 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde in PBS/Triton X-100 aufgenommen und 3 x 15 sec. Im Ultraschall homogeni-
siert. Zur Entfernung des Detergenz wurde dieser Vorgang abschließend mit deter-
genzfreiem PBS wiederholt, eine Kontrolle der Reinheit erfolgte durch SDS-PAGE. 
Die so gewonnenen inclusion bodies wurden im 10fachen Volumen an Solubilisie-
rungspuffer (6 M Guanidin/HCl, 100 mM DTT) aufgenommen und eine Stunde bei 
RT gerührt.  
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2.7.15 Renaturierung des Proteins aus inclusion bodies über Ni-NTA 
Die Renaturierung von His-Tag Proteien wurde über die Bindung an Ni-NTA 
durchgeführt. Die solubilisierten inclusion bodies wurden mit äquilibriertem  (6 M 
Guanidin/HCl, 100 mM DTT)  Ni-NTA-Material versetzt und über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Das Material wurde in eine Lehrsäule gefüllt und zuerst mit 10 Säulenvo-
lumen 3 M Guanidin/HCl, 50 mM DTT, 50 mM Tris/HCl pH 7,5 und 150 mM NaCl 
gewaschen. Zur Renaturierung des Proteins auf der Säule wurde diese anschließend 
mit 100 mM Tris/HCl pH 7,5, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol gewaschen. Die Eluti-
on erfolgte mit 100 mM Tris/HCl pH 7,5, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol. Alle Re-
naturierungsschritte wurden über SDS-Page verfolgt.  
 
2.7.16 Enzymtest für die Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat Synthase aus          
 P. woesei  
Die Di-myo-Inositol-1,1-phosphat Synthase (DIPS) katalysiert den letzten Schritt 
zur Bildung des Di-myo-Inositol-1,1-phosphat aus myo-Inositol-1-phosphat und 
Cytidin-5´-diphosphat-myo-Inositol, wobei CMP freigesetzt wird. Bei dem postu-
lierten Syntheseschritt [WOLFF, Dissertation 2001] wird durch das Hilfsenzym myo-
Inositol-1-phosphat Phosphatase ein oxyanionisches Inositol gebildet, das am Enzym 
gebunden bleibt. Durch einen nucleophilen Rückseitenangriff des gebundenen ani-
onischen Inositols auf die β-Phosphatguppe des Cytidin-5´-Diphosphat-myo-
Inositol entsteht Di-myo-Inositol-1,1-phosphat. Der Nachweis der DIPS-Aktivität 
erfolgte durch einen diskontinuierlichen Test bei 90°C im Thermocycler für 1 bis 5 
min. Der Standardansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 μl 20 mM 
Tris/HCl, pH 8,8, 1 mM myo-Inositol-1-Phosphat, 0,25 mM Cytidin-5´-Diphosphat-
myo-Inositol, 10 mM MgCl2 und variable DIPS-haltige Lösung. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 45 μl 20%iger Trichloressigsäure gestoppt und der Ansatz für die 
ionenchromatographische Analyse aufgearbeitet. 
2.7.17 Anreicherung der DIPS aus P. woesei  
Die DIPS wurde aus Stärke-gewachsenen Zellen des anaeroben Mikroorganismus P. 
woesei angereichert. 
2.7.17.1 Herstellung von Zellextrakt 
Die Ernte der P. woesei-Zellen erfolgte durch 20 minütige Zentrifugation bei 10,000 
x g und 4°C in einem Beckmannn-Rotor JLA 10. Das Pellet wurde in Extraktpuffer 
(100 mM Tris/HCL pH 8,8) aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde 
bis zum Zellaufschluss bei –20°C gelagert. Die Ernte aus dem 100 l Biostat-
Fermenter erfolgte mit einer Durchlaufzentrifuge (CEPA, Carl Pachtenberg, Lahr/M 
oder Filtration über Amicon). Die erhaltenen Pellets wurden bei –80°C gelagert. 
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2.7.17.2 Zellaufschluss 
Für enzymatische Bestimmungen wurden zellfreie Extrakte aus den gelagerten Zel-
len benötigt. Zellen aus dem Biostat-Fermenter wurden nach dem Auftauen (0.3-0.6 
g Zellen/ml Puffer) in 100 mM Tris/HCL pH 8,8 resuspendiert. Der Aufschluss er-
folgte durch Hochdruckhomogenisation mit Hilfe einer French Press (20 K Zelle, 
Spectronic, New York, USA, 90 bar) unter aeroben Bedingungen. Der Aufschluss-
vorgang wurde mehrmals wiederholt, um eine möglichst hohe Ausbeute an zellfrei-
em Extrakt zu erhalten. Alle Schritte wurden auf Eiswasser bei 0°C durchgeführt, 
um einen Proteaseverdau zu minimieren [BEYNON & OLIVER, 1996]. Anschließend 
wurde das Homogenisat zentrifugiert (Ultrazentrifuge, 30 Minuten, 100.000 x g, 
4°C). Das Pellet wurde verworfen und der Überstand (im Folgenden als zellfreier 
Extrakt bezeichnet) anschließend mit Benzonase verdaut. Der zellfreie Extrakt wur-
de direkt in den Enzymtest oder zur Proteinreinigung eingesetzt. 
2.7.17.3 Reinigung der DIPS 
Die Anreicherung der DIPS sollte mittels Säulen-Chromatographien erfolgen. Um 
eine hohe Ausbeute bis zur apparenten Homogenität zu erreichen, wurden ver-
schiedene chromatographische Materialien auf die Bindungs- und Elutionseigen-
schaften sowie auf Anreicherungsmöglichkeiten der DIPS getestet. Im Folgenden 
werden verschiedene Säulen aufgeführt, mit denen Vortests durchgeführt wurden. 
Ionenaustauscher-Chromatographie-Säulen: 
Starker Anionenaustauscher: Q-Sepharose Fast Flow  
(1 ml, HiTrap, Pharmacia) 
Starker Kationenaustauscher: SP-Sepharose Fast Flow  
(1 ml, HiTrap, Pharmacia) 
Hydrophobe Interaktions-Chromatographie-Säulen: 
Die folgend aufgelisteten Materialien wurden von Amersham-Bioscience bezogen 
und in 100 ml- Säulen (Pharmacia) selbst gepackt: Octyl-HIC 
Gelfiltrations-Chromatographie-Säulen: 
HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrad (330 ml, Pharmacia) 
In den Vorversuchen wurden Kenntnisse über die Bindungs- und Elutionseigen-
schaften der DIPS aus P. woesei gewonnen. Basierend darauf und unter Berücksich-
tigung der notwendigen Proteinbindekapazitäten wurden die geeigneten Säulen 
ausgewählt, die bis zu einer apparenten Homogenität der DIPS führen sollten. Alle 
Reinigungsschritte wurden unter aeroben Bedingungen bei 4°C oder RT durchge-
führt. Während aller chromatographischer Schritte wurde die Elution von Protei-
nen durch Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt. Zur Erstellung von Eluti-
onsprofilen wurde in ausgewählten Fraktionen die Proteinkonzentration mit der 
Methode nach Bradford (siehe Seite 26) bestimmt. Während der Reinigung wurden 
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spezifische Aktivitäten im diskontinuierlichen Testverfahren bei 90°C mit 1 mM 
Inositol-1-Phosphat und 1 mM CDP-Inositol als Substrate in 20 mM Tris pH 8,8 (pH 
7 bei 90°C) bestimmt (siehe Seite 33). Die eingesetzte Proteinmenge variierte je nach 
Reinheitsgrad der DIPS zwischen 195 μg und 0.1 μg. 
2.7.18 Anionenaustauscher-Chromatographie an Q-Sepharose  
Q-Sepharose ist ein stark basischer Anionenaustauscher und kann Proteine, die als 
Anionen vorliegen, binden. Die Elution erfolgt normalerweise durch Erhöhung der 
Cl--Konzentration, wodurch die Protein-Anionen von ihren Bindungsstellen auf der 
Säule verdrängt werden, oder aber durch Absenken des pH-Wertes, wodurch die 
Protein-Anionen zunehmend protoniert werden und ihre negative Ladung verlie-
ren. Der pH-Wert des Rohextraktes wurde mit 50 mM Tris/HCl auf pH 8,8 einge-
stellt. Der zellfreie Extrakt (190 ml) wurde mit 2 ml/min auf eine Q-Sepharose (150 
ml) aufgetragen. Die DIPS-Aktivität fand sich vollständig im Durchlauf wieder. Der 
Durchlauf wurde gegen 1,5 M Ammoniumsulfat pH 6,5 dialysiert. 
2.7.19 Hydrophobe Interaktionschromatographie 
Nach Zentrifugation der Ammoniumsulfatfällung wurde der Überstand auf eine 100 
ml Octyl-HIC Säule aufgetragen, die zuvor mit 1,5 M Ammoniumsulfat pH 6,5 äqui-
libriert wurde. Die DIPS-Aktivität fand sich vollständig im Durchlauf wieder. Der 
Durchlauf wurde gegen 20 mM Tris pH 8,8 dialysiert und über Vivaspin 300 kDa 
eingeengt. 
2.7.20 Präparative Gelfiltration HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrad  
Die eingeengte Fraktion wurde zur weiteren Aufreinigung auf eine präperative Gel-
filtrationssäule HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrad aufgetragen. Die DIPS-
Aktivität fand sich vollständig im Ausschlussvolumen wieder. 
2.7.21 Bromcyanspaltung 
Maximal 100 μg Protein wurden nach Dialyse gegen A. bidest in der Vakuumpumpe 
getrocknet und in 100 μl 70%iger Ameisensäure aufgenommen. Ein kleiner Kristall 
Bromcyan wurde dazugegeben und der Ansatz über Nacht bei Raumtemperatur und 
in Dunkelheit unter dem Abzug inkubiert [MATSUDAIRA, 1990]. Der Reaktionsansatz 
wurde danach in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Zum restlosen Entfernen der 
Säure wurden die Peptide mehrmals in A. bidest aufgenommen und wieder getrock-
net. Anschließend wurden die Peptide in Probenpuffer aufgenommen, im SDS-
PAGE nach ihrer Größe aufgetrennt und auf ProBlottTM (Applied Biosystems) 
geblottet. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Kontinuierliche Fermentation von P. furiosus zur Produktion von 
Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat 
Ziel der kontinuierlichen Fermentation von P. furiosus war es, Di-myo-Inositol-
1,1´-phosphat (DIP) [8] in größeren Mengen (Gramm-Maßstab) möglichst effizient 
zu gewinnen. Als Produzent bietet sich das hyperthermophile Archaeum P. furiosus 
an, das sich durch gute Wachstumseigenschaften (siehe Tabelle 3.1.) und durch eine 
hohe DIP-Syntheseleistung auszeichnet. So produziert P. furiosus, der bei 98°C in 
statischer Kultur gezogen wird, pro 1l Kulturvolumen 0,6 g Biomasse mit 0,3 % Tro-
ckengewichtsanteil an DIP. Um die Produktivität zu steigern, wurde ein kontinuier-
liches Fermentationsverfahren angestrebt, das unter wirtschaftlichen (bezüglich 
Energie- und Arbeitskosten sowie Zeitaufwand) als auch unter reaktionskinetischen 
Aspekten (Gewährleistung hoher gleichbleibender Produktionsraten durch konstan-
te Reaktionsbedingungen) höhere Effizienz versprach. 
Tabelle 3.1.: Literaturdaten zu Fermentationsansätzen für P. furiosus: Referenzen 1,2: FIALA & 
STETTER, 1989; 3: BROWN & KELLY, 1989; 4: BRYANT & ADAMS, 1989; 5: BLUMENTALS et al., 1990; 6: 
KOCH et al., 1992; 7: RAVEN et al., 1992. 
Referenz C-Quelle Schwefel 
(g/l) 
Begasung Tempe-
ratur (°C) 
Fermenter Kultur Verdopp
lungszeit 
Yield (g/l) Zellzahl 
(Zel-
len/ml) 
1 Stärke 
Maltose  
Pepton 
10 N2 100 300 l Emalie  Batch 37 min 0,22 3 x 108 
2 
Hefe 
Trypton 
30  - 98 125 ml Vials Batch 1-2 h - 3 x 108 
3 Hefe 
Trypton 
10 N2 98 750 ml  Kontinuierlich D = 0,2 
bis 0,7 h-1 
- 1 x 108 
4 Trypton 
Maltose 
- Ar 85-88 400 l  Batch - 1-2,7 - 
5 
Hefe 10 N2 98 1,5 l  Kontinuierlich D = 0,5 h-1 0,47 1 x 10 8 
6 
Hefe Pepton 
Stärke 
10  H2CO2 98 - Batch - - 6,2 x 109 
7 
Hefe Pepton - N2 95 2 l Gas lift Kontinuierlich - 4 3 x 109 
 
Für die Fermentation von P. furiosus wurde ein 42 l Laborpilotfermenter Typ LP351 
der Firma Bioengineering AG, Wald, Schweiz, verwendet (Abb. 3.2.). Dieser me-
chanisch gerührte Reaktor bestand aus einem zylindrischen Behälter mit symmet-
risch angeordneten Strombrechern. Durch ein in der Mitte des Reaktors eingebautes 
Verdrängungsrohr wurde dieser zu einem Air-Lift-Fermenter modifiziert (Abb 3.1, 
Planungsskizze Seite 38). Für die kontinuierliche Fermentation wurde eine Durch-
flussrate von 21 l/h bei einem Fermentationsvolumen von 30 l angestrebt. Diese 
Durchflussrate (D) entspricht der maximalen Wachstumsrate (μ), wie sie in stati-
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scher Kultur bei 99°C zu beobachten ist. Damit sollte die Aufrechterhaltung des 
Fließgleichgewichts unter weitgehend optimalen Wachstumsbedingungen gewähr-
leistet sein:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Im Idealfall könnten demnach in 24 h ca. 300 g Biomasse (Feuchtgewicht) produ-
ziert werden, im Gegensatz zu ca. nur 20 g Biomasse, die mit einer statischen Kultur 
im gleichen Fermenter pro Tag zu erzielen wären. Aus technischen Gründen konnte 
allerdings ein störungsfreier Betrieb nur bei einer Zulaufrate von 6 l/h gewährleistet 
werden. In Abb. 3.3. ist der Verlauf der Zellzahl bei der Fermentation vom 
03.06.2002 bis 17.06.2002 dargestellt. Nach Einschalten des kontinuierlichen Be-
Abb. 3.1.:Planungsskizze des Fließschemas zur kontinuierlichen P. furiosus-Fermentation modifiziert
nach [RAVEN et al. 1993]: Anaerobe Fermentation bei 99°C in einem 45 l Biostat-Reaktor. Frische
Salzstocklösung, Kohlenstoff- und Stickstoffquelle werden kontinuierlich mit einer Flussrate von 33
ml/min über Schlauchpumpen zugeführt. Die Füllhöhe wird durch das Tauchrohr mit nachgeschalte-
ter Ablaufpumpe konstant gehalten. Die Begasungsrate mit Packgas (N2/CO2 70:30) beträgt 0.84 3/h.
Abgeerntete zellhaltige Fermentationlösung wird über einen Kryostaten (Huber Kältemaschinenbau
GmbH) auf 4°C gekühlt, in einem anaeroben Erntetank (50 l) zwischengelagert und die Zellen konti-
nuierlich über einen Separator (Westfalia Separator AG) vom Medium getrennt. Die Leerung des
Separators erfolgt alle 12 h. Das Zellmaterial wird bei -80°C zwischengelagert. 
 
( ) ( ) 0=⋅−⋅= xDx
dt
dx μ ; D = Durchflussrate; ateWachstumsr=μ ; x = Zellmasse
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triebs sank die Wachstumsrate zuerst auf 0,2 h-1 ab und stieg dann über die Dauer 
der Fermentation auf 0,6 h-1. Vorversuche zeigten, dass zu Beginn des kontinuierli-
chen Betriebes bei einer Zulaufrate von 0,6 h-1 die Zellen ausgewaschen wurden. 
Vermutlich konnte P. furiosus sich nicht schnell genug auf die Bedingungen des 
kontinuierlichen Betriebs einstellen. Dieses Phänomen wurde schon von Raven und 
Hammond [1992] beschrieben.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der kontinuierliche Betrieb konnte für max. drei Wochen aufrechterhalten werden. 
Zellzahl und Laugenverbrauch als Maß für die mikrobielle Säureproduktion wurden 
online gemessen und als Messgrößen für den Zustand der Fermentation herangezo-
gen. Die Fermentation wurde nicht mit der optimalen Mediums-Zusammensetzung, 
wie sie von Raven und Hammond [1992] beschrieben wurde, durchgeführt. Aus 
Kostengründen wurde auf ein Minimalmedium bestehend aus Vitamin-, Spurenele-
ment- und Aminosäurelösung verzichtet. Außerdem wurde als C-Quelle nicht reine 
Maltose oder lösliche Stärke zugesetzt, sondern Malzextrakt verwendet. Des weite-
ren wurde auf die Zugabe von Schwefel verzichtet, da einerseits Gefahr bestand, 
dass Schläuche und Abluftwege verstopften, und andererseits das Labor nicht mit 
den nötigen Abluftfiltern ausgestattet war, um den produzierten Schwefelwasser-
stoff abzuleiten. 
 
 
Abb. 3.2.: Realisierung der kontinuierlichen P. furiosus-Fermentation im Technikumsmaßstab: Tech-
nikum der Firma bitop AG in Witten-Annen. 
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Die erste Variante der Fermentationsanlage mit einem Auffangbehälter für den   
Überlauf konnte nicht verwendet werden, da die Zellen nach drei Stunden auch 
unter anaeroben Verhältnissen lysierten. Die Zellen mussten kontinuierlich über 
einen Separator geerntet werden. Alle 12 Stunden konnten dem Separator ca. 250 g 
Feuchtzellen entnommen werden. Im Schnitt konnte pro Tag ca. 450 g bis 500 g 
Feuchtzellmasse geerntet werden. Diese wurden bis zur weiteren Verwendung bei   
-80°C eingefroren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3.: Wachstumsverlauf während der kontinuierlichen P. furiosus-Fermentation: Start der Fer-
mentation mit 1 % Inoculum. Nach 8 Stunden Batch-Fermentation bei 95°C wurde auf kontinuierli-
chen Betrieb (a) umgeschaltet (D =0,2 h-1) und die Temperatur auf ca. 99,5°C erhöht. Der kontinuier-
liche Betrieb verlief im Schnitt zwei bis drei Wochen.
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3.2 Aufreinigung von Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat aus P. furiosus   
Nach Lyophilisation der Zellmasse wurde diese mit Ethanol/Chloroform mehrmals 
extrahiert. Die wässrige Phase enthielt ein Gemisch aus annähernd gleichen Mengen 
von DIP [8] und Firoin (Mannosylglycerat) [4]. Der Anteil von DIP [8] an der Tro-
ckensubstanz betrug 2% DIP [8]. Nach Elektrodialyse, Anionenaustauschchroma-
tographie und Aktivkohle-Behandlung wurde eine DIP-Lösung mit einer Reinheit 
von > 80 % erzielt (Abb. 3.4.). Insgesamt konnten aus 7 kg Trockenzellmasse von P. 
furiosus 100 g DIP [8] gewonnen werden. Diese Arbeiten wurden zu 90% von Mit-
arbeitern der Firma bitop durchgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Separation der Zellen 
(Mediumabtrennung) Gefriertrocknung 
Zellextraktion 
Chloroformextration 
(Abtrennung unpolarer Verbindungen) 
Konzentration 
Elektrodialyse 
(DIP-Abtrennung von Manosylglycerat) 
Chromatographie 
(Phosphatabtrennung)
Ionenaustausch 
(Herstellung des K+-Salz) 
Aktivkohlebehandlung 
Konzentrierung/Trocknung 
Abb. 3.4.: Fließschema für die Produktion und Aufreinigung von DIP: P. furiosus Zellen aus der Fer-
mentation wurden über einen Separator kontinuierlich von der Kulturflüssigkeit getrennt. Die Zell-
masse wurde bei -80°C eingefroren und danach lyophilisiert. DIP [8] konnte über Ethnol/Chloroform
extrahiert werden. Zur Trennung von Mannosylglycerat und Phosphat wurde die wässrige Phase
über Elektrodialyse und Anionenaustauschchromatographie aufgearbeitet. Nach der Aktivkohlebe-
handlung wurde die DIP-Lösung konzentriert und getrocknet. 
Kultivierung  
von P. furiosus 
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3.3 Herstellung der DIP-Synthese-Intermediate 
Als mögliche Intermediate der DIP-Synthese kommen nach Untersuchungen von 
SCHOLZ et al. (1998); CHEN et al. (1998) und WOLFF, Dissertation (2001) Inositol-1-
phosphat [10] und NDP-Inositol [12] in Betracht. Für die Analyse der enzymati-
schen Reaktionen der DIP-Biosynthese in P. woesei mussten diese Substanzen syn-
thetisiert werden.  
3.3.1 Synthese von myo-Inositol-1-phosphat 
Das Intermediat L-myo-Inositol-1-phosphat [10] wurde enzymatisch durch das re-
kombinante P. woesei Protein IPS synthetisiert. Das in der Dissertation von Wolff 
beschriebene Syntheseverfahren konnte dahingehend verbessert werden, dass aus 
865 mg Glucosephosphat knapp 700 mg I1P gewonnen werden konnte und dies der 
zweifachen Menge entspricht. Das rekombinante Protein IPS [WOLFF, Dissertation 
2001] wurde zuvor von E. coli Proteinen durch Hitzefällung bei 90°C für 30 min 
gereinigt und gegen 100 mM Hepes pH 7,6 dialysiert. Der Reaktionsansatz wurde 
statt in Tris-Puffer in Hepes-Puffer durchgeführt. 60 ml Proteinlösung aus 20 g E. 
coli-Zellmasse wurden mit 865 mg G6P und 400 mg NAD+ für zwei Stunden bei 
80°C inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde durch Ethanolextraktion und Säu-
lenchromatographie bis zu einer Reinheit >90 % gereinigt. Die Ausbeute betrug 80 
% von 865 mg Glucose-6-phosphat nach NMR-Daten (Abb. 3.5.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb 3.5.: 1H-NMR in D2O (500 MHz) von myo-Inositol-1-phosphat gemessen am Spektrometer
DRX-500: δ = 3,37 (dd, 3JH-4,H-5 = 9,3 Hz, 3JH-5,H-6 = 9,3 Hz; 1H, H-5); 3,6 (dd, 3JH-2,H-3 = 3 Hz, 3JH-3,H-4 =
10,1 Hz;1H, H-3); 3,68 (dd, 3JH-3,H-4 = 7,1 Hz, 3JH-5,H-6 = 7,1Hz ;1H, H-4); 3,77 (dd, 3JH-4,H-6 = 9,45 Hz, 3JH-
6,H-5 = 9,8 Hz;1H, H-6), (dd, 3JH-1,H-2 = 11,2 Hz, 3JH-6,H-1 = 9,75 Hz ;1H, H-1); 4,2 (dd, 3JH-1,H-2 = 2,8 Hz, 3JH-
2,H-3 = 3 Hz;1H, H-2). 
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Das 1H-NMR Spektrum des myo-Inositol-1-phosphats wurde durch Trippletts der 
Protonen H-2, H-1, H-6, H-4 und H-5 charakterisiert. Die zu erwartenden Dubletts 
von Dubletts konnten nicht registriert werden, da die Protonen axial und äquatorial 
zueinander positioniert sind. Entscheidend für die Größe der vicinalen Kopplung 
(Protonen, die über zwei Atome miteinander verknüpft sind) ist die Anordnung der 
Protonen zueinander. Für die vicinalen Kopplungen von axialen zu äquatorialen 
Protonen (3JH-a,He) wurden Kopplungskonstanten zwischen 2 und 5 Hz bzw. für die 
axialen zu axialen Protonen zwischen 7 und 12 Hz erwartet [HEESE et al., 1991]. Wie 
zu erwarten zeigten die Protonen H-4, H-5 und H-6 die typischen Tripplets der axi-
alen-axialen Kopplung mit Kopplungskonstanten zwischen 3J = 7,1 und 3J = 9,8 Hz.  
H-2 koppelte dagegen axial-aquatorial mit H-1 und H-3 mit einer erwarteten Kopp-
lungskonstanten von 3J = 2,8 Hz. Dagegen zeigten H-1 und H-3 Kombinationen aus 
axial-axial und axial-aquatorialer Kopplung. Für das H-3 Proton ergab sich daher ein 
Dublett von Dubletts mit 3J = 3 Hz und 3J = 10, 1 Hz. Das H-1 spaltete sich nochmals 
in ein Dubett von Dubletts von Dubletts auf, dass auf die Kopplung zum Phosphor 
zurückzuführen ist. Die Kopplungskonstante beträgt 3J = 9,75. 
Dass myo-Inositol-1-phosphat aus Glucose-6-phosphat synthetisiert wurde, konnte 
neben dem 1H,31P-NMR Spektren auch durch Messungen an der Ionenchroma-
tographie und durch Dephosphorylierung mit der rekombinaten Inositolmo-
nophosphatase aus P. woesei bei 90°C bestätigt werden. Ein Teil des myo-Inositol-1-
phosphats [10] wurde zur chemischen Synthese des Cytidin-5´-diphosphat-myo-
inositols [12] verwendet. 
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3.3.2 Synthese von Cytidin-5´-diphosphat-myo-Inositol 
Zur Herstellung des unsymmetrischen Pyrophosphates CDP-I [12] wird in Anleh-
nung eines Verfahrens von Roseman [ROSEMAN et al., 1961] Cytidin-5´-phosphoro-
morpholidat [13] mit I1P [10] umgesetzt, wie schon von Wolff [WOLFF, Dissertation 
2001] beschrieben. Der Morpholinrest fungiert dabei als Abgangsgruppe während 
des nucleophilen Angriffs des Phosphatrestes von L-myo-Inositol-1-phosphat [10]. 
Für eine bessere Löslichkeit von I1P [10] wurde es von der H+-Form in das tri-n-
Octylammoniumsalz überführt. Die Umsetzung erfolgte in abs. Pyridin unter tro-
ckenem Argon für eine Woche bei Raumtemperatur. Danach wurde das Lösungs-
mittel abdestilliert und der Rückstand in Natriumacetat-haltigem Wasser gelöst. Die 
Lösung wurde mit Diethylether extrahiert und die organische Phase verworfen. Das 
Produkt, gelöst in der wässrigen Phase, wurde nach enzymatischer Dephosphorylie-
rung des restlichen I1Ps über zwei säulenchromatographische Schritte (DEAE-
Sepharose; Sephadex G10) aufgearbeitet. Entsprechend der 31P-NMR-Analyse erhielt 
man aus 120 mg I1P ein 60 % reines Produkt (Abb. 3.6.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das 31P-NMR Spektrum von CDP-Inositol [12] wurde von zwei Dubletts bei δ = -
10,1 für Pα und bei δ = -10,9 für Pβ mit je 12 Hz geprägt. Im 1H-gekoppelten Spekt-
rum spaltete sich der Phosphorsäureester Pβ, der am Inositol-Rest gebunden ist, 
noch mal in ein Dublett von Dubletts auf (Daten nicht gezeigt). Dies wurde durch 
die Kopplung von Pβ mit dem H-1 Proton des Inositol-Restes hervorgerufen. Eine 
Aufspaltung in ein Dublett von Tripletts für das Pα  durch Kopplung mit den Methy-
len-Protonen des Cytidin-Restes trat nicht auf. 
Abb 3.6.: 31P-NMR in D2O (121,5 MHz) von CDP-Inositol gemessen am Spektrometer DRX-500 1H-
entkoppelt: δ = -10,1 (d, 2JP-α,P-β = 12,3 Hz; 1P); -10,9 (dd, 3JH-1, P-β = 11,8 Hz; 1P) 
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3.4 Anreicherung und Identifizierung der Di-myo-Inositol-1-phosphat 
Synthase (DIPS) aus P. woesei  
Der Nachweis einer Enzymaktivität, die die Synthese von DIP [8] ausgehend von 
CDP-Inositol [12] und I1P [10] in Rohextrakten von P. woesei  katalysiert, wurde 
bereits von Stefan Wolff [WOLFF Dissertation, 2001] erbracht. Eine Reinigung des 
Enzyms war allerdings aufgrund der schlechten Bindungseigenschaften des Enzyms 
an herkömmliche Chromatographiematerialien bis dahin nicht geglückt. Die Reini-
gung der DIPS wurde angestrebt, um aus der Protein-Sequenz des Enzyms eine  
Nucleotidsonde für das codierende Gen abzuleiten, über das die Überexpression des 
Enzyms erfolgen sollte. 
3.4.1 Anreicherung der DIPS aus P. woesei Rohextrakt 
Für die Reinigung der DIPS aus P. woesei wurden in der Regel 30 bis 40 g Zellen 
(Nassgewicht) eingesetzt. Nach Aufschluss der Zellen konnte im Rohextrakt von P. 
woesei DIPS mit einer spezifischen Aktivität von 0,5 mU/mg nachgewiesen werden 
(Tab.2). Nach DNA-Verdau durch Benzonase und Hitzefällung 30 min bei 95°C stieg 
die spezifische Aktivität auf 1,74 mU/mg. Für die Reinigung der DIPS wurden zu-
nächst verschiedene Chromatographie-Matrices auf ihre Eignung geprüft, das En-
zym zu binden. Folgende Trennmedien wurden auf ihre DIPS Bindungseigenschaf-
ten untersucht: Kationenaustauschmaterial SP-Sepharose bei verschiedenen pH-
Werten von 4 bis 8; verschiedene Affinitätsmaterialien (Farbstoff-gekoppelte 
Trennmaterialien): green 5, yellow 3, green 19, blue 72, red 120, brown 10, Ciberon 
blue, yellow 86 und blue 4 (Sigma-Aldrich); hydrophobe Interaktionschroma-
tographie: Phenyl-Sepharose, Phenyl-Sephadex, Octyl- und Butyl-Sepharose. Es 
gelang jedoch nicht, die DIPS an ionisches (kationisches oder anionisches) oder hyd-
rophobes Trägermaterial zu binden und eine Anreicherung über entsprechende Elu-
tionsverfahren zu erzielen. Zusätzlich wurde geprüft, ob eine Interaktion der DIPS 
mit der Inositolmonophosphatase (IMP), wie sie aus Arbeiten von Herrn S. Wolff 
gefordert wurde, zur Anreicherung der DIPS ausgenützt werden kann. Geprüft wer-
den sollte, ob die geforderte Wechselwirkung zwischen DIPS und IMP für eine spe-
zifische Separierung der DIPS ausgenützt werden kann. Um dies zu überprüfen 
wurde die rekombinante IMP von P. woesei, die über Q-Sepharose und Gelfiltration 
gereinigt wurde, kovalent an NHS-Harz gebunden und das Produkt als Affinitäts-
Chromatographie-Matrix eingesetzt. Allerdings konnte weder in Gegenwart noch in 
Abwesenheit von Inositol-1-phosphat eine Bindung im Durchflussverfahren nach-
gewiesen werden. Entsprechend diesen Erfahrungen wurde eine Reinigungsstrategie 
verfolgt, die zum Ziel hatte, die Fremdproteine über mehr oder weniger spezifische 
Wechselwirkungen mit verschiedenen Chromatographie-Matrices von der DIPS 
abzutrennen. Nach Verwendung von Q-Sepharose ff (150 ml Q-Sepharose; 20 mM 
Tris pH 8,8) konnte im Durchlauf eine DIPS-Aktivität von 11,83 mU/mg festgestellt 
werden. Über die spezifische Aktivität der im weiteren Verlauf der Reinigung anfal-
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lenden Enzymfraktionen konnte maximal eine 100fache Anreicherung (mit der 
höchsten spezifischen Aktivität nach Gelfiltration) ermittelt werden (siehe Tabelle 
3.2.).  
 
 
Tabelle 3.2.: Reinigungsverlauf der nativen DIPS aus 40 g P. woesei-Feuchtzellen: Benzona-
se/HP: DNA-Verdau des RE mit Benzonase und anschließende Hitzepräzipitation; RE = 
Rohextrakt. 
Reinigungs-
schritt 
Gesamtprotein 
(mg) 
Gesamt- 
aktivität (mU) 
Spz. Aktivität 
(mU/mg) 
Reinigungs-
faktor 
RE 3336 1668 0,5 - 
Benzonase/HP 1729 3010,2 1,74 3,48 
Q-Sepharose 280,8 3321,5 11,83 23,66 
Ammoniumsul-
fatfällung 
    
Octyl-HIC  30,53 599,04 19,63 39,3 
Superdex 200 
Prepgrade 
0,32 429,6 53,7 107,4 
 
 
Wie das Elektropherogramm nach Gelfiltration zeigt (Abb. 3.8 und 3.9), konnte die 
DIPS nicht vollständig gereinigt werden. Ein Vergleich der SDS-PAGEs verschiede-
ner Aufreinigungsschritte mit den Aktivitäten der verschiedenen Enzymfraktionen 
grenzte jedoch die Auswahl der Protein-Banden, die als Kandidaten für die DIPS in 
Frage kommen, ein. 
Des Weiteren zeigte sich nach Gelfiltration nur noch Aktivität im Ausschlussvolu-
men der Säule wie in Abb. 3.7. gezeigt. Die Beobachtung, dass DIPS-Aktivität im 
Ausschlussvolumen auftrat, wurde als weiterer Hinweis darauf gewertet, dass es sich 
bei der DIPS tatsächlich um ein Protein mit einer Molekülmasse größer als 450 kDa 
handelte. Die Fraktionen des Gelfiltrationslaufs wurden auf die spezifische Aktivität 
hin untersucht (Abb. 3.8). Es zeigte sich, dass die höchste spezifische Aktivität in 
Fraktion 54 mit 180 mU/mg auftrat. In den darauf folgenden Fraktionen nahm die 
spezifische Aktivität mit zunehmendem Proteingehalt ab. In Fraktion 54 war nur 
die Bande bei einer Molekülmasse von 150 kDa nach Silberfärbung auszumachen. 
Daher war zu vermuten, dass es sich bei dieser Bande zwischen 150 und 200 kDa 
(Abb.3.8. und 3.9.) um die DIPS handelte, da diese deutlich mit der Aktivität ange-
reichert wurde.  
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Zeit (min) 260 nm 280 nm
Abb. 3.7.: Reinigung der DIPS aus P. woesei  durch Ausschlusschromatographie über HiLoad 26/60
Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330 ml): Chromatogramm des letz-
ten Reinigungsschritts der DIPS. Dargestellt ist die UV-Adsorbtion bei 260 (lila), 280 (grün) und 405
nm (orange). Eine DIPS-Aktivität konnte nur in den Fraktionen 54 bis 60 nachgewiesen werden
(gepunktete Fläche). 
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Abb. 3.8.: Reinigung der DIPS aus P. woesei durch Ausschlusschromatographie über HiLoad 26/60
Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330 ml): in Rot dargestellt die spezi-
fische Aktivität der Fraktion; in Grün dargestellt die Gesamtaktivität der Fraktion; SDS-PAGE 10%;
1: Proteinstandard 10 bis 200 kDa; 2: Fraktion 52 keine DIPS-Aktivität; 3: Fraktion 54 180 mU/mg; 4:
Fraktion 56 170 mU/mg; 5: Fraktion 58 110 mU/mg; 6: Fraktion 60 30 mU/mg; 7: Fraktion 62 5
mU/mg; 8: Fraktion 64 keine DIPS-Aktivität; Silberfärbung. 
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Das Elektropherogramm (Abb. 3.9.) veranschaulicht noch einmal den Reinigungs-
verlauf der DIPS. Der Verlauf der Bandenstärke des 150 kDa Proteins entspricht 
weitestgehend der Zunahme der spezifischen DIPS-Aktivität und bestätigt die Ver-
mutung, dass es sich bei diesem Protein um die DIPS handeln könnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9.: Anreicherung der DIPS aus P. woesei über verschiedene Chromatographieverfahren: SDS-
PAGE 10%; 1 und 6: Proteindstandard 10 bis 200 kDa; 2: Rohextrakt nach Benzonaseverdau; 3: Q-
Sepharose-Durchlauf, 4: Octyl-Sepharose-Durchlauf, 5: HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrade (Gel-
filtration). Aufgetragen wurden auf jede Spur 5 μg Protein. 
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3.4.2 Bestimmung der molekularen Masse der angereicherten DIPS 
Eine exakte Bestimmung der molekularen Masse der nativen DIPS war mittels 
Molekularsieb-Chromatographie nicht möglich. Bei der Verwendung der prä-
parativen Gelfiltrationssäule (Superdex 200 Prepgrade) eluierte das Enzym im 
Ausschlussvolumen und hatte damit unter nativen Bedingungen eine Molekülmasse 
von größer 450 kDa (Abb. 3.10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10.: Bestimmung der molekularen Masse der DIPS aus P. woesei  durch Ausschlusschroma-
tographie über HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330
ml): Molekülmassen der Referenzproteine: Ferritin (aus Pferdemuskel): 443 kDa; ADH (Alkohol-
Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae): 148 kDa; LDH (Laktat-Dehydrogenase aus Leuco-
nostoc mesenteroides) 78 kDa; Phosphoglyceratkinase 45 kDa; Cytochrom c (aus Rinderherz) 12,5
kDa. Die molekulare Masse der DIPS liegt außerhalb des zu kallibrierenden Bereichs der Gelfiltrati-
onssäule.  
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3.4.3 Bromcyanspaltung und Bestimmung der N-terminalen Aminosäure-
 sequenz der Fragmente 
Für die Identifizierung des putativen DIPS-codierenden Gens wurde eine N-
terminale Ansequenzierung des angereicherten Proteins angestrebt. Allerdings war 
es nicht möglich, das Protein auf eine PVDF-Membran zu blotten und damit die 
Sequenzierung durchzuführen. Eine Übertragung auf die Membran gelang auch 
nicht durch Erhöhung des pH-Wertes des Blotpuffers oder der Zugabe von SDS. Um 
dennoch Sequenzinformationen für die Klonierungsarbeiten zu erhalten, wurde        
1 ml (80 μg) der angereicherten DIPS mit Bromcyan gespalten. Die Peptide wurden 
über SDS-PAGE nach ihrer Größe aufgetrennt und geblottet (Abb. 3.11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nach Blotten auf eine PVDF-Membran konnten die N-terminalen Aminosäurese-
quenzen der Peptide a, b und c jeweils über 15 Positionen bestimmt werden:  
 1    5     10     15 
a M D V V S A A D I A A A I G S L 
b M P G W I A E F K V D S G K I I 
c M P G W I A E F K V D S G K I I 
Es ist zu erkennen, dass die Fragmente b und c aus demselben Sequenzbereich 
stammen. Peptid b scheint demnach das Produkt einer unvollständigen Spaltung 
darzustellen. Dies bestätigte, dass die ersten Banden auf dem Blot zu einem Protein 
gehörten. 
Abb. 3.11.: PVDF Blott der Bromcyanspaltung von der DIPS: PVDF nach SDS-PAGE 7,5%; 1 und 3:
Proteindstandard 15 bis 180 kDa; 2: Peptide nach Bromcyanspaltung. Die mit den Pfeilen markierten
Banden a, b und c wurden N-terminal ansequenziert. 
 
kDa 
25 
180 
130 
55 
100 
70 
45 
35 
1 2 3
a
b
c
 
3. ERGEBNISSE 
49 
3.4.4 Identifizierung eines Gens von P. furiosus, das für ein homologes Pro-
tein der vermuteten DIPS von P. woesei kodiert 
Aus den N-terminalen Sequenzen konnte in der vom Genom Center des Depart-
ments of Human Genetics der Universität Utah veröffentlichten Gesamtsequenz von 
P. furiosus, einer sehr eng mit P. woesei  verwandten Pyrococcus –Art [UTAH GENOM 
CENTER WEBSITE, 1999] eine annotierte Sequenz identifiziert werden (BLAST-P-
Suche: ALTSCHUL et al., 1997), welche die Aminosäure-Sequenz der Peptide aufwies 
(Abb. Anhang 1.). Damit ist das P. furiosus-Genprodukt dem P. woesei–Protein ho-
molog. Die P. furiosus Sequenz ist als putative ATPase (Vanadat-sensitiv) unter der 
accession number NP_579128 annotiert worden. Das kodierende Gen PF1399 liegt 
an Position 1312763 – 1314580. Das Gen mit 1818 Nukleotiden kodiert für ein Pro-
tein von 605 Aminosäuren (AS). Die kodierende Sequenz startet mit dem Codon 
ATG und endet mit TAG. Unmittelbar stromaufwärts des Initiationscodons befindet 
sich eine Sequenz, die identisch zu den putativen Ribosomenbindestellen für andere 
Pyrococcus-Gene ist (GAGGT), wie z. B. für das Gen der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase von P. woesei [ZWICKEL et al., 1990] und das der α-
Amylase von P. furiosus [JORGENSEN et al., 1997]. Ebenso konnten Sequenzen identi-
fiziert werden, die als TATA Box bei –30 (TTTATACC) als auch das Transkription 
Factor B Recognition Element (BRE) an Position –37 (GAAAAG) als wichtige Pro-
motorelemente fungieren könnten [THOMM, 1996]. Stromabwärts des Stoppcodons 
befindet sich eine Pyrimidin-reiche Region, die womöglich eine Transkriptionster-
minationsstelle [THOMM, 1996] darstellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
>gi|18977771|ref|NP_579128.1| putative ATPase, vanadate-sensitive [P. furiosus DSMZ 
3638] 
 
MKVKKIAALAVGAAVAGATLGFASAQGEVPEIPKDFFVKDGKPNVKIVVGSEGAAMDVVSAA
DIAAAIGSLLYTEKDVEVTDATVVARKDVTEPIEKIPVFDNYDTNTAHKYKVGDNLKDVPAW
WNGSDFVANFSTSVWNDGVYDKAVEIRIDNIGSVGSYDLAANLTLKGIALDGITDSEVDVIDDF
EDFTVNVSTVVANISLVVYNYTLKGQPTVDKITKDETIPEVNLITNLFLDNSTLAKFYPDYDGYT
IEGVKVLKSGVGEGETLKILDNEYPIVFIGKDIQETACGDCFTYGKDWGEDYYNQGETYNFGDY
KVTILDIDVARDKAFIKVESPSGDTETTTLAVGGTEAQTFFDGGIRIQIKDTFVGISGTNAVKLHV
WTDLKTVKSGDEIMPGWIAEFKVDSGKIIWFALENKNTLSDKRVPLFNTYAVDYKATIRKKKK
DDVEYGTLTAYIYIEPLETQYETVEAAIGESIDDYEVVDVKAEVSPEVAYIPQKLTAPITVLDTEV
LEQGLENVGSNLILVGGPVVNKVTAALAEDLGVPLTYEEWAEKFGTGKEGWTIVYKEQCGKIG
GYGVVLVAGSDREGTRAAAEALLDYIANLE
Abb. 3.12.: Aminosäuresequenz des annotierten Leserahmens gi|18977771| aus P. furiosus: Grau un-
terlegt sind die Methioninreste, die als BrCN-Spaltstellen für die Generierung der drei sequenzierten
Peptide fungierten. Unterstrichen sind die Aminosäuren, die durch den Edman-Abbau bestimmt
wurden. 
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3.4.5 Klonierung des homologen Gens PF1399 aus P. woesei in den Expressi-
onsvektor pET24a 
Zunächst wurde der identifizierte Leserahmen gi|18977771| PF1399 für die DIPS aus 
P. furiosus mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion und genomischer DNA aus 
P.woesei amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden so konstruiert, dass sie am 
5´-Ende noch jeweils eine Restriktionsschnittstelle für die Klonierung in den Ex-
pressionsvektor pET24a (Abb. Anhang 10) besaßen (Abb. 3.13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die NdeI-Schnittstelle am Anfang des Gens dips, die das Startcodon ATG mit einbe-
zieht, gewährleistete die spätere Klonierung des Gens im richtigen Leseraster. Die 
EcoRI Schnittstelle des Revers-Primers konnte einfach durch Austausch eines Ade-
nins zu Cytidin generiert werden. Es lagen keine internen Schnittstellen für NdeI 
und EcoRI im Gen vor. Das mittels PCR amplifizierte Gen wurde mit den entspre-
chenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und mit der Ligase ligiert; E. coli 
DH5α wurde mit diesem Gen transformiert. Der Einbau des Gens in den Vektor 
wurde durch „boiling PCR“ überprüft. Nach Plasmidpräperation wurde das Plasmid 
auf Mutationsfreiheit durch Sequenzierung überprüft.  
 
 
 
 
 
 Genanfang                    NdeI  
 dipsNdeIfor ATTGGGAGGTGGAGACATATGAAAGTT 
                5´ATGAAAGTTAAGAAGATTGCGGCC... 
                   +--------+--------+-----... 
                 3´TACTTTCAATTCTTCTAACGCCGG... 
                   M  K  V  K  K  I  A  A ... 
Genende 
dipsEcoRIrev CTTGATCCCTTCTCTTCTTCTTTAATTCTTCTTCCCTGGAGG-3´ 
 ...--+--------+--------+--------+--------+- 
 GAACTAGGGAAGAGAAGAAGAAATTAAGAAGAAGGGACCTCC-5´ 
                  AAGAACTTAAGAAGAAGGGACCTCC 
 E  *       EcoRI 
 
Abb. 3.13.: Konstruktion der Expressionsprimer. Aufgeführt sind die Randbereiche der DIPS von P.
furiosus  mit den Sequenzen der Primer dipsNdeIfor und dipsEcoRIrev, die für die Amplifikation des
Gens zur Klonierung in den Expressionsvektor pET24a verwendet wurden. Die Restriktionsschnitt-
stellen sind in den Primersequenzen fett gedruckt. 
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3.4.6 Expression des rekombinanten Proteins von P. woesei in E. coli  
Um die putative DIPS von P. woesei zu exprimieren, wurde der Expressionsstamm 
E. coli Rosetta(DE3) mit dem Plasmid-Konstrukt dipspET24a transformiert. Die Zel-
len enthalten die T7-RNA-Polymerase, deren Expression durch IPTG die Expression 
des klonierten Gens induziert. Die DIPS von P. woesei ließ sich in E. coli unter ae-
roben Bedingungen bei 37°C exprimieren. Nach Aufschluss von 1 g Expressionszel-
len konnte ein Protein mit der Molekülmasse von 150 kDa durch Hitzefällung bei 
95°C für 30 min angereichert werden (Abb 3.14.) (2,5 mg/ml). Der dialysierte Ex-
trakt des Proteins zeigte bislang im DIPS-Enzymtest keine Aktivität. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14.: Heterologe Expression der putativen P. woesei DIPS in E. coli Rosettta und Reinigung: 
SDS-PAGE 7,5 %ig; Coomassie gefärbt; 1: Proteindstandard 15 bis 180 kDa; 2: Rohextrakt E. coli
Rosetta ohne Insert; 3: Expression im Rohextrakt von E. coli Rosetta mit Insert dipspET24a; 4: hitze-
gefällter Proteinextrakt E. coli Rosetta ohne Insert; 5: hitzegefällter Proteinextrakt E. coli Rosetta mit 
Insert dipspET24a. 
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3.5 Klonierung und Expression der putativen Nucleosidtriphosphat-
Hexose-phosphat-Nucleotidyltransferasen von P. woesei zur Syn-
these von CDP-Inositol 
Parallel zu den Versuchen, eine CTP-Inositol-1-phosphat-Cytidylyl-Transferase aus 
P. woesei zu isolieren, wurde die Genomsequenz von P. furiosus nach Nucleosid-
Triphosphat-Nucleotidyltransferasen durchsucht, um homologe Gene, die für ent-
sprechende Transferasen in dem nahe verwandten P. furiosus codieren, identifizie-
ren zu können. Mit dieser Kenntnis sollte es möglich sein, die entsprechenden Pro-
teine von P. woesei gezielt zu exprimieren  
Insgesamt wurden im P. furiosus Genom sieben verschiedene als Nucleo-
sidtriphosphat-Hexosephosphat-Nucleotidyltransferase-Gene annotierte Leserah-
men gefunden (Abb. Anhang 2 bis 7). Im Folgenden werden die einzelnen Leserah-
men, sowie deren Klonierung in E. coli Rosetta und die Expression der Gene, be-
schrieben. Nach Expression der rekombinanten Enzyme wurde deren Fähigkeit der 
CDP-Inositol-Synthese aus CTP [26] und I1P [10] getestet. 
3.5.1 Klonierung der putativen Nucleosidtriphosphat-Hexosephosphat-
Nucleotidyltransferasen 
Die Leserahmen sind in der P. furiosus Datenbank annotiert. Die Homologen dieser 
Gene von P. woesei wurde über PCR mit den Primern trans1-8 for, trans1-8 rev und 
genomischer P. woesei DNA als Template amplifiziert (Bedingungen: 2 min 94°C; 30 
Zyklen mit 1 min 94°C/ 1 min 47 bis 55°C/ 2,5 min 72°C; 10 min 72°C) und in den 
Expressionsvektor pET11c (Abb. Anhang 8) und pET15b (Abb. Anhang 9) inseriert. 
Für die Inserierung in die Expressionsvektoren mittels PCR-Mutagenese wurde für 
alle Gene am Startcodon eine NdeI-Schnittstelle und stromabwärts direkt hinter 
dem Stopcodon eine BamHI-Schnittstelle (außer für Trans 3 eine BglII-Schnittstelle) 
eingeführt. Die zur Amplifikation verwendeten Primer besaßen folgende 
Sequenzen, die in Tabelle 3.3 dargestellt sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 3.3.:PCR-Amplifikation von putativen Nucleosid-Triphosphat-Nucleotidyltransferase-Genen aus P.woesei.  
Die Primer wurden auf der Basis von homologen Genen im P. furiosus-Genom konzipiert. 
 
3. Ergebnisse 
Leserahmen hypothetischer 
Gene in P. furiosus  und Gen-
produkte 
Mutagene Primer für die Amplifikation  
homogener Gene in P. woesei 
Bedingungen für die PCR 
(Denaturierung, Annealing, 
Elongation) 
Bemerkungen 
gi|18976607| PF0235  
Glucose-1-phosphat 
Thymidylyltransferase 
EC 2.7.7.24 
Genanfang                  NdeI  
Trans1for      AATGGGGAGTTCATATGAAAGCTA 
                    5´ATGAAAGCTATAATACTTGCC... 
                      +--------+--------+--... 
                    3´TACTTTCGATATTATGAACGG... 
                       M  K  A  I  I  L  A ... 
Genende 
Trans1rev      TCTTTTTCCACTAACTCTTTACTAATAAGGTTAAAATT-3´ 
             ---+--------+--------+--------+-------    
             AGAAAAAGGTGATTGAGAAATGATTATTCCAATTTTAA-5´ 
                          TGAGAAATGATGGATCCAATTTTAA 
                            E  K  *  BamHI 
 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit    
1 min 94°C/ 1 min 47°C/ 2,5 
min 72°C; 10 min 72°C 
Inclusion bodies bei der Expression 
(37°C) 
gi|18976813| PF0441  
Galactose-1-phosphat 
Uridylyltransferase  
EC 2.7.7.12 oder  
EC 2.7.7.10 
Genanfang              NdeI  
Trans2for         TTGGTGGACATATGAGGGAGCTG 
                         5´ATGAGGGAGCTGAGATATAAC... 
                           +--------+--------+--... 
                         3´TACTCCCTCGACTCTATATTG... 
                            M  R  E  L  R  Y  N ... 
Genende 
Trans2rev           CCCTTTACATAAATTCGAGAGGACGCAGAG-3´ 
                  -----+--------+--------+-------   
                  GGGAAATGTATTTAAGCTCTCCTACGTCTC-5´ 
                       ATGTATTTAAGGGATCCTACGTCTC 
                   G  K  C  I  *  BamHI 
 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit    
1 min 94°C/ 1 min 50°C/ 2,5 
min 72°C; 10 min 72°C 
Inclusion bodies bei der Expression 
(37°C) 
gi|18976820| PF0448 
putative Mannose-1-phosphat 
Guanylyl-transferase  
EC 2.7.7.13 
Genanfang                   NdeI  
Trans3for       ATGGGGGATAAACATATGAAGG 
                           5´ATGAAGGTTCTAATAATGGCC... 
                             +--------+--------+--... 
                           3´TACTTCCAAGATTATTACCGG... 
                              M  K  V  L  I  M  A ... 
Genende 
Trans3rev    CTCTATGACAATCCTATTCGCCATCCCGCAATCCAAATT-3´ 
           -------+--------+--------+--------+------- 
           GAGATACTGTTAGGATAAGCGGTAGGGCGTTAGGTTTAA-5´ 
                        GATAAGCGGTAGATCTTTAGGTTTAA 
            E  I  L  L  G  *        BglII 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit    
1 min 94°C/ 1 min 55°C/ 2,5 
min 72°C; 10 min 72°C 
Nach Expression konnte keine 
Proteinbande als rekombinantes Enzym 
identifiziert werden 
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Tabelle 3.3.:PCR-Amplifikation von putativen Nucleosid-Triphosphat-Nucleotidyltransferase-Genen aus P.woesei.  
Die Primer wurden auf der Basis von homologen Genen im P. furiosus-Genom konzipiert. 
 
3. Ergebnisse 
Leserahmen hypothetischer 
Gene in P. furiosus  und Gen-
produkte 
Mutagene Primer für die Amplifikation homo-
gener Gene aus P. woesei 
Bedingungen für die PCR 
(Denaturierung, Annealing, 
Elongation) 
Bemerkungen 
gi|18976834| PF0462 
CDP-Diacylglycerol-Glycerol-
3-phosphat-3-Phosphatidyl-
transferase  
EC 2.7.8.5 
Genanfang                NdeI  
Trans4for     GGAGGTTGAAACATATGCTGAGC 
                         5´GTGCTGAGCAATTTGAGACC... 
                           +--------+--------+-... 
                         3´CACGACTCGTTAAACTCTGG... 
                            V  L  S  N  L  R  P... 
Genende 
Trans4rev     CCGAACTTTTTATCCCTACTACTCTAAACGATGGA-3´ 
             +-------+--------+--------+-------    
            GGCTTGAAAAATAGGGATGATGAGATTTGCTACCT-5´ 
                       TAGGGATCCTGAGATTTGCTACCT    
               L  E  K  *  BamHI                    
 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit 1 
min 94°C/ 1 min 55°C/ 2,5 
min 72°C; 10 min 72°C 
Inclusion bodies bei der Expression 
(37°C) 
gi|18977142| PF0770  
Glucose-1-phosphat 
Uridylyltransferase  
EC 2.7.7.9 
Genanfang                            NdeI  
Trans5for    ATGAGGGGGTGTGCATATGAAGG 
                         5´GTGAAGGTTAGGAAGGCCGT... 
                           +--------+--------+-... 
                         3´CACTTCCAATCCTTCCGGCA... 
                            V  K  V  R  K  A   ... 
Genende 
Trans5rev     GTTCTACTCATCCTGGATGTCATAGGCAATATTATGG-3´ 
            ---+--------+--------+--------+-------   
            CAAGATGAGTAGGACCTACAGTATCCGTTATAATACC-5´ 
                                   GACCTACAGGATCCGTTATAATACC    
             Q  D  E  *        BamHI 
 
Nicht erstellt 
Das Homolog dieses Gens von P. woesei 
konnte über PCR mit den Primern 
trans5 for, trans5 rev und genomischer 
P. woesei DNA als Template unter ver-
schiedenen Bedingungen nicht amplifi-
ziert werden. Dieses Konstrukt wurde 
daher nicht weiter bearbeitet. 
gi|18977292|  
Nucleotidyltransferase 
 
 
 
Nicht bearbeitet 
 
 
 
Nicht bearbeitet 
Nach Analyse der Alignments konnte 
keine Homologie zu einer Nucleotidyl-
transferase gezeigt werden. Aufgrund 
des Alignments zeigt sich nur eine 
Ähnlichkeit zu einer metallabhängigen 
Phosphohydrolase aus Thermococcus 
kodakaraensis KOD1 und hypotheti-
schen Proteinen aus anderen Organis-
men 
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Tabelle 3.3.:PCR-Amplifikation von putativen Nucleosid-Triphosphat-Nucleotidyltransferase-Genen aus P.woesei.  
Die Primer wurden auf der Basis von homologen Genen im P. furiosus-Genom konzipiert. 
 
3. Ergebnisse 
Leserahmen hypothetischer 
Gene in P. furiosus  und Gen-
produkte 
Mutagene Primer für die Amplifikation ho-
mogener Gene in P. woesei 
Bedingungen für die PCR (Denatu-
rierung, Annealing, Elongation) 
Bemerkungen 
gi|18977488 PF1116  
Glycerol-3-phosphat 
Cytidylyltransferase  
EC 2.7.7.39 
Genanfang                    NdeI  
Trans7for       ACGCGAGGGATAACATATGGG 
                           5´ATGGGAGATAACCGCAAGGTA... 
                             +--------+--------+--... 
                           3´TGCGCTCCCTATTCTATACCC... 
                              M  G  D  N  R  K  V ... 
Genende 
Trans7rev    AATAATCGGAACGTTTTGTGAATGAAGTCGAAACTTTCAATT-
3´ 
           -----+--------+--------+--------+--------+- 
           TTATTAGCCTTGCAAAACACTTACTTCAGGTTTGAAAGTTAA-
5´ 
                            CACTTACTCCTAGGTTGAAAGTTAA 
            G  T  G  G  S  T  *      BamHI 
 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit    1 min 
94°C/ 1 min 55°C/ 2,5 min 72°C; 10 
min 72°C 
Lösliches Protein 
gi|18977728| PF1356 
Glucose-1-phosphat  
Uridylyltransferase  
EC 2.7.7.9 
Genanfang                 NdeI  
Trans8for      GGGTGTGCTGGTGCATATGAGAA 
                        5´GTGAAAGTGAGAAAAGCG... 
                          +--------+--------... 
                        3´CACTTTCACTCTTTTCGC... 
                           V  K  V  R  K  A ... 
Genende 
Trans8rev       CCCCTTTCTTATACTACCTGGGCTATTTCAGTCTA-3´ 
              --+--------+--------+--------+------ 
              GGGGAAAGAATATGATGGACCCGATAAAGTCAGAT-5´ 
                         ATGATGGACCCGATAAAGTCAGAT 
               G  E  R  I  *       BamHI 
2 min 94°C; 30 Zyklen mit    1 min 
94°C/ 1 min 50°C/ 2,5 min 72°C; 10 
min 72°C 
Inclusion bodies bei der Expression 
(37°C) 
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3.5.2 Charakterisierung der putativen Nucleosidtriphosphat-
Hexosephosphat-Nucleotidyltransferasen Trans7 und Trans1 
Um die Proteine heterolog in E. coli zu exprimieren, wurde das jeweilige Plasmid-
konstrukt pET11c + Trans2 bis 7 und pET15b + Trans1 und 8 in den Expressions-
stamm E. coli Rosetta(DE3) transferiert. Die Klone wurden in 1 l LB-Medium ange-
zogen und mit IPTG bei einer OD578 = 0,6 induziert. Die Proteine der Klone 1,2,3,4 
und 8 lagen vermutlich durch Fehlfaltung bei der Expression in Inclusion bodies 
vor. Nur Trans7 zeigt bei Expression ein lösliches Protein im Überstand.  
3.5.2.1 Molekulare Eigenschaften der putativen CTP-Inositol-1-phosphat Cytidy-
lyl-Transferase Trans7 
Das Molekulargewicht der Trans7 wurde unter nativen und denaturierenden Bedin-
gungen bestimmt. Für die Untereinheit wurde in der SDS-PAGE ein Molekularge-
wicht von 15 kDa ermittelt, welches nicht ganz mit dem aus der Aminosäurese-
quenz abgeleiteten Wert von 16,9 kDa übereinstimmte. Die Bestimmung des appa-
renten Molekulargewichts über Gelfiltration ergab einen Wert von 17 kDa. Somit 
handelte es sich bei der Trans7 um ein monomeres Enzym. Dieses ist auch nur in 
dieser Form aktiv und lag so wie zuvor beschrieben nur unter reduzierten Bedin-
gungen vor. Unter nicht reduzierenden Bedingungen bildete die Trans7 ein Dimer 
aus (Abb. 3.19). 
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Abb. 3.19.: Bestimmung der molekularen Masse der rekombinanten Trans7 durch Ausschlusschroma-
tographie über HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330
ml): Molekulargewichte der Referenzproteine: Ferritin (aus Pferdemuskel): 443 kDa; ADH (Alkohol-
Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae): 148 kDa; LDH (Laktat-Dehydrogenase aus Leuco-
nostoc mesenteroides) 78 kDa; Phosphoglyceratkinase 45 kDa; Cytochrom c (aus Rinderherz) 12,5
kDa. Die molekulare Masse der Trans7 beträgt nach Gelfiltration 17 kDa. Trans7 ist somit ein Mono-
mer. 
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Der zellfreie Extrakt zeigte nach Hitzefällung (90°C, 30 min) in Abhängigkeit von 
der Zugabe von Mercaptoethanol (5 mM) zwei Banden (app. Molekülmasse: 15 bzw. 
35 kDa) im SDS-PAGE (Abb. 3.15.). Offensichtlich ist das Protein oxidationsemp-
findlich und bildete Disulfid-Bindungen in Abwesenheit eines Reduktionsmittels 
aus (zusätzliche Bildung einer 35 kDa-Isoform).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15.: Heterologe Expression der P. woesei Trans7 in E. coli Rosetta(DE3): SDS-PAGE  
Elektropherogramm (15%); 1: Prestained Proteinstandard ~ 10 bis 180 kDa; 2: Gelfiltration von E. 
coli Rosetta(DE3) mit pET11c + Trans7 Hitzfällung in Gegenwart von 5 mM Mercaptoetanol; 3: hit-
zegefällter Proteinextrakt E. coli Rosetta(DE3) mit pET11c + Trans 7 Hitzfällung in Gegenwart von 5 
mM Mercaptoetanol; 4: Expression in E. coli Rosetta(DE3) mit pET11c + Trans 7 Hitzfällung in Ge-
genwart von 5 mM Mercaptoetanol; 5: hitzegefällter Proteinextrakt E. coli Rosetta(DE3) mit pET11c 
+ Trans 7 bei 90°C, 30 min in Gegenwart von 15 mM DTT; 6: Gelfiltration von E. coli Rosetta(DE3) 
mit pET11c + Trans 7 Hitzfällung in Gegenwart von 15 mM DTT 
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3.5.2.1.1 Katalytische Eigenschaft des Genprodukts des P. woesei-Homologs von 
PF1116 (PW1116) Trans7 
Die Bestimmung der Enzymaktivität des rekombinanten Proteins erfolgte in einem 
diskontinuierlichen Test bei 90°C mit Hilfe der IMP und der angereicherten DIPS-
Enzymfraktion, die keine CTIC-Aktivität aufwies. Der Testansatz enthielt 100 mM 
Tris/HCl pH 8, 20 mM MgCl2, 10 mM I1P, 2,5 mM CTP, 1,5 mU DIPS und 10 mU 
IMP. Die Reaktion wurde nach verschiedenen Zeiten 0 bis 30 min mit 45 μl 20%iger 
eiskalter Trichloressigsäure gestoppt. Nach 30 min konnte eine DIP-Produktion 
nachgewiesen werden, die auf eine CDP-I Bildung schließen lässt (Abb. 3.16.) 
 
 
Tabelle 3.4.: Nachweis der spezifischen CTP-I1P-Cytidylyl-
Transferase Aktivität des Genprodukts von PW1116:   
Testkomponenten DIP-Synthese in Gegenwart von hitze-
gefälltem Extrakt 
 aus nicht trans-       
formierten E. coli 
Klon 7 
MgCl2, I1P, CTP - - 
MgCl2, I1P, CTP, 
IMP 
- - 
MgCl2, I1P, CTP, 
DIPS 
- - 
MgCl2, I1P, CTP, 
IMP, DIPS 
- + 
MgCl2, I1P, CDP-I, 
IMP 
- - 
 
 
Wie aus der Tabelle 3.4. ersichtlich wird DIP nur im kompletten Ansatz gebildet. 
Der Rohextrakt aus nicht transformierten E. coli-Zellen zeigt diese Aktivität nicht. 
Zusätzlich zu der Analyse der Enzymaktivität über Ionenchromatographie wurden 
Tests mittels Dünnschichtchromatographie durchgeführt. Dieses Verfahren wurde 
bevorzugt, da nicht genügend angereicherte DIPS für den gekoppelten enzymati-
schen Test zur Verfügung stand.  
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Abb. 3.16.: Darstellung der CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyl-Transferase-Aktivität von PW1116
im gekoppeltem Test mit DIPS: DIP-Produktion nach 0, 20 und 30 min; DIP-Bestimmung über Io-
nenchromatographie; Test in Gegenwart 10 mM I1P, 2,5 mM CTP, 10 mU IMP 1,5 mU DIPS. 
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Abb. 3.17.: Nachweis der Bildung von CTP-Inositol-1-phosphat durch Trans7 (PW1116) über Dünn-
schichtchromatographie: Laufmittel 6:6:2:1 Ethylacetat:Essigsäure:Wasser: Ammoniak; vier Stunden
bei Raumtemperatur. Der Reaktionsansatz mit Trans7 beinhaltet 10 mM I1P und 5 mM CTP in 20
mM Tris/HCl pH 8,6 und 10 mM DTT. A: Detektion nach Besprühen der DC-Platte mit Kaliumper-
manganat; Spur 1-3 Standards von CTP, CDP und CMP mit je 0,1 μmol. Spur 4-5 Assay mit T7 nach 0
bzw. 30 min. Inkubation. Spur 6: CDP-Inositol Standard. B: Rechter Ausschnitt der gleichen DC-
Platte unter UV-Licht. 
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Für den qualitativen Nachweis der Bildung von CDP-Inositol [12] wurden chroma-
tographische Trennungen über Kieselgel60 Dünnschichtplatten mit Fluoreszenzindi-
kator F254 (Abb 3.17 und Abb 3.18.) durchgeführt (90 μg Gesamtprotein im Test). Die 
Detektion erfolgte über UV-Licht, Besprühen mit Kaliumpermanganat-Lösung oder 
Hanes-Reagenz. Wie aus Abbildung 3.18 ersichtlich, konnte eine zeitabhängige Bil-
dung von CDP-Inositol aus Inositol und CTP bei 90°C (Spuren 1-4) und Substratab-
hängigkeit nachgewiesen werden.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Damit ist belegt, dass die heterolog exprimierte Nucleotidyl-Transferase Trans7 aus 
P. woesei die Umsetzung von myo-Inositol-1-phosphat [10] mit CTP [26] zu CDP-
Inositol [12] katalysiert. 
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Abb. 3.18.: Zeitabhängige Darstellung der CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyl-Transferase-Aktivität
von Trans7 (PW1116) auf DC-Platte: Der Reaktionsansatz enthielt 20 mM Tris/HCl pH 8,6, 20 mM
MgCl2, 10 mM DTT, 10 mM I1P, 5 mM CTP und durch Gelfiltration gereinigtes Protein Trans7. Dar-
gestellt ist die zeitabhängige Umsetzung von CTP mit I1P zu CDP-I. Die Reaktion wurde nach 10, 30
und 60 min auf Eis gestoppt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, der 60 min bei 90°C ohne I1P inkubiert
wurde. 
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3.5.2.2 Molekulare und katalytische Eigenschaften von Trans1 
Als weiteres Beispiel für Nukleotidyltransferasen soll hier die Trans1 beschrieben 
werden. Es ist aus der Literatur bekannt, dass Proteine bei Verwendung von pET-
Vektoren und starker Überexpression die Proteine in so genannten inclusion bodies 
vorliegen. 
3.5.2.2.1 Expression der rekombinanten Trans1 
Bei den Klonen Trans1, Trans2, Trans3, Trans4 und Trans8 traten unter Standardex-
pressionsbedingungen (37°C, Induktion mit 1 mM IPTG bei OD597=0,6) inclusion 
bodies auf. Mit dem Ziel, diese Proteinaggregation in Form von inclusion bodies zu 
verhindern, wurden im Fall von Trans1 sowohl Wachstumstemperatur als auch 
Konzentration des Induktors reduziert sowie die Induktion bei niedrigeren Zelldich-
ten durchgeführt. Dies geschah zur Vermeidung zu hoher Translationsraten, die zu 
einer Akkumulation von falsch gefalteten Intermediaten führen und damit die Ag-
gregation begünstigen könnten. Folgende Variationen der Expressionsparameter 
wurden durchgeführt (Tabelle 3.5.). 
 
Tabelle 3.5.: Variationen der Expressionsparameter für die Transferasen 1-8 ohne 7 
Vektor Stamm Temp. Induktor Zelldichte bei Induktion 
pET11c Rosetta (DE3) 37°C 1 mM 0,6 
pET11c Rosetta (DE3) 37°C 0,5 mM 0,6 
pET11c Rosetta (DE3) 37°C 1 mM  0,2 
pET15b Rosetta (DE3) 25°C 1 mM 0,6 
pET15b Rosetta (DE3) 4°C über Nacht 1 mM 0,6 
pET11c E. coli BL21(DE3) 37°C 1 mM 0,6 
pET11c E. coli BL21(DE3)+LysS 37°C 1 mM 0,6 
 
Keine der durchgeführten Expressionexperimente führte dazu, dass die Proteine in 
Lösung gingen. Unter allen Bedingungen lagen sie als inclusion bodies vor. 
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Da trotz verschiedener Expressionsvektoren (siehe Tabelle 3.5.) und Anzuchtbedin-
gungen die Trans1 ausschließlich als unlösliches Protein in E. coli exprimiert wurde, 
konnte das Protein nur in Lösung gebracht werden, indem man es renaturierte. Für 
die Renaturierung wurde das Protein im aufgefalteten Zustand (6 M Guanidin/HCl 
und 20 mM DTT) über seinen N-terminalen His-Tag an Ni-NTA gebunden, danach 
auf der Säule mit Renaturierungspuffer zurückgefaltet und insgesamt 300 mg lösli-
ches Protein eluiert (Abb. 3.20).  
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Abb. 3.20.: Renaturierung von inclusion bodies der Trans1: SDS-PAGE Elektropherogramm (15%); 1: 
Prestained Proteinstandard ~ 14 bis 200 kDa; 2: Renaturierte Trans1 gelöst in 20 mM Tris/HCl, 300 
mM NaCl und 200 mM Imidazol nach Elution von Ni-NTA-Agarose. A: Coomassie gefärbt; B: spezi-
fische His-Tag Protein Detektion mit InVisionTM His-tag in gel stain (Invitrogen). 
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3.5.2.2.2 Molekülmasse von Trans1  
Das Molekulargewicht der Trans1 wurde unter nativen und denaturierenden Bedin-
gungen bestimmt. Für die Untereinheit wurde in der SDS-PAGE eine Molekülmasse 
von 49 kDa ermittelt, welches mit dem aus der Aminosäuresequenz abgeleiteten 
Wert von 48,9 kDa übereinstimmt. Die Bestimmung des apparenten Molekularge-
wichts über Gelfiltration ergab einen Wert von 100 kDa. Offensichtlich bildet 
Trans1 unter nativen Bedingungen homomere Dimere aus (Abb. 3.22.).  
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Abb. 3.22.: Bestimmung des molekularen Masse der rekombinanten Trans1 durch Ausschlusschro-
matographie über HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330
ml): Molekulargewichte der Referenzproteine: Ferritin (aus Pferdemuskel): 443 kDa; ADH (Alkohol-
Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae): 148 kDa; LDH (Laktat-Dehydrogenase aus Leuco-
nostoc mesenteroides) 78 kDa; Phosphoglyceratkinase 45 kDa; Cytochrom c (aus Rinderherz) 12,5 
kDa. Das Molekulargewicht der Trans1 beträgt nach Gelfiltration 100 kDa und ist somit ein Dimer. 
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3.5.2.2.3 Katalytische Eigenschaft des Genprodukts des P. woesei-Homologs von 
PF1116 (PW1116) Trans1 
 
Die Umsetzung von Inositol-1-phosphat mit CTP zu CDP-Inositol durch Trans1 
konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Aktivitätsansätze, die chroma-
tographisch auf Dünnschichplatten aufgetragen wurden, ergaben keine Spots auf der 
Höhe von CDP-Inositol im Gegensatz zu Ansätzen, die mit Trans7 durchgeführt 
wurden (Abb. 3.21.). Die Proteinmenge im Testansatz betrug 5 μg Protein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.21.: Zeitabhängige Darstellung der CTP-Inositol-1-phosphat Cytidylyl-Transferase-Aktivität
von Trans1 und Trans7 auf DC-Platte: Der Enzymtest enthielt 20 mM Tris/HCl pH 8,6, 20 mM
MgCl2, 10 mM DTT, 10 mM I1P, 5 mM CTP und durch Gelfiltration gereinigtes Protein Trans1. Dar-
gestellt ist die zeitabhängige Umsetzung von CTP mit I1P zu CDP-I. Die Reaktion wurde nach 10, 30
und 60 min auf Eis gestoppt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, der ebenfalls 60 min bei 90°C nur mit
CTP inkubiert wurde. Färbung mit Kaliumpermanganat. 
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3.6 Weiterführende Untersuchungen an der rekombinanten myo-
Inositol-1-phosphat Synthase und der Inositol-Monophosphatase 
von P. woesei  
Die an der DIP-Biosynthese beteiligten Enzyme IPS und IMP aus P. woesei wurden 
von Wolff in E. coli kloniert und heterolog exprimiert [WOLFF, Dissertation 2001]. 
Die molekularen Eigenschaften der beiden Enzyme wurden mit hitzegefällten Pro-
tein untersucht und ihre Substratspezifität nachgewiesen. 
3.6.1 Reinigung der rekombinanten Proteine 
Für die Reinigung der rekombinanten IPS und IMP wurden jeweils 1,5 g Zellen 
(Nassgewicht) der Expessionsklone in 20 mM Tris/HCl pH 8,6 resuspendiert und in 
der French Press bei 4°C aufgeschlossen. Mittels Ultrazentrifugation wurden die 
unlöslichen Zelltrümmer abgetrennt und die DNA im Rohextrakt durch Benzonase 
verdaut. Durch Hitzebehandlung für 30 min bei 90°C und anschließender Zentrifu-
gation, konnten 90% der E. coli-Proteine abgetrennt werden. Beide Proteine wur-
den über die Gelfiltration Superdex 200 Prepgrade bis zur Homogenität gereinigt 
und danach über Molekularfilter (Vivaspin 5 kDa) auf 250 μl ankonzentriert (Abb. 
3.23). Insgesamt konnte aus dem Zellmaterial für beide Enzyme je ca. 3,5 mg homo-
genes Protein gewonnen werden. Die Proteinkonzentration betrug 15 mg/ml. 
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Abb. 3.23.: Reinigung der heterolog exprimierten der P. woesei IPS und IMP aus E. coli BL21(DE3):
SDS-PAGE 10%; Reinigung beider Proteine über Hitzefällung und Chromatographie über Sephadex
200 Prepgrad: Spur 1: Proteinstandard 14 bis 66 kDa; Spur 2+3: IMP, 4 μg; Spur 3: IPS, 4 μg. 
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3.6.2 Kristallisation von IPS und IMP 
Die gereinigten Proteinlösungen wurden im Pre-Cristallization Kit auf ihre Fäl-
lungseigenschaften hin überprüft. Die Kristallisationsscreens wurden mit einer Pro-
teinkonzentration von 10 mg/ml durchgeführt. 1 μl der Proteinlösungen wurde mit 
1 μl der jeweiligen Reservoirlösungen der Crystal Screens I und II (Hampton Re-
saerch) gemischt und gegen die Reservoirlösung äquilibriert. Bereits nach zwei Ta-
gen zeigten die Proteine IPS und IMP erste Anzeichen von Kristallwachstum in An-
sätzen auf Tris-Puffer Basis und Salzmischungen aus ein- und zweiwertigen Metalli-
onen mit den Präzipitanten Polyetylenglycol 4000 und 8000 (Abb 3.24 bis 3.29). In 2 
M Magnesiumformiat zeigte die IPS schon nach zwei Tagen große verwachsene 
Kristalle, die jedoch für die Röntgenstrukturanalyse nicht zu verwenden waren 
(Abb. 3.25). Wie durch Anfärben mit 10 % Izid-Lösung gezeigt werden konnte, 
handelte es sich in allen Fällen um Proteinkristalle (Beispiel Abb. 3.29.). Die IMP 
bildete in 2 M 0.1 M Tris/HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, 15% PEG 4000 Nadeln, die bis 
zu einer Größe von 80 μm x 450 μm heranwuchsen. Eine kompaktere jedoch ver-
wachsene Form bildete dieses Protein unter 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 10 mM ZnCl, 
100 mM NaCl, 10 mM KH2PO4 und 11 % PEG 8000. Die durch das systematische 
Screening erhaltenen, vorläufigen Kristallisationsbedingungen wurden durch syste-
matische Variation von verschiedenen Parametern (Proteinkonzentration, pH-Wert, 
Art und Konzentration des verwendeten Fällungsmittels sowie die Zugabe von Ad-
ditiven) verfeinert. Für den Additiv-Screen (Hampton Resaerch) wurden 96 ver-
schiedene Additive verwendet. Im Falle der IPS wurde mit 2 M Magnesiumformiat 
und 0.1 M Tris/HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, 15% PEG 4000 als Prezipitanten getestet. 
20 mM Tris/HCl pH 7,5, 10 mM ZnCl, 100 mM NaCl, 10 mM KH2PO4, 11 % PEG 
8000 wurde hingegen für die IMP verwendet. Mit 100 mM Guanidin/HCl konnte 
die Bildung von verwachsenen Kristallclustern unterdrückt werden (Abb 3.28 und 
3.29). Die Kristalle der IPS wurden durch Verdünnung des Proteins auf 2 mg/ml und 
Seeding in 2 M Magnesium-Formiat geglättet (Abb 3.28). Die Difffraktionsuntersu-
chungen der Kristalle von IPS und IMP wurden am Max Planck Institut Dortmund 
durchgeführt. Die kubischen Kristalle der IMP nach Additiv-Screen streuten  im 
Röntgenstrahl nicht, was vermutlich auf die zu geringe Größe zurückzuführen ist 
(70 μm x 70 μm). Eine nennenswerte Streuung konnte bislang nur an den in 0.1 M 
Tris/HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, 35% PEG 4000 gewachsenen Nadeln der IMP festge-
stellt werden (8,4 Å). Die Kristalle der IPS zeigten auch bei verschiedenen Gefrier-
schutzmitteln keine Diffraktion. Für eine bessere Auflösung müssen die Proteinkris-
talle in ihrer Struktur noch verbessert werden. 
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Abb. 3.26.: Kristalle der IMP in 0.1 M Tris/HCl pH
8.5, 0.2 M MgCl2, 15% PEG 4000. 80 μm x 250 μm
lange Nadeln, oft verwachsen. Tropf 4 μl Proteinlö-
sung+ 4 μl Präzipitant, 20 °C. 
Abb. 3.24.: Kristalle der IPS in 0.1 M Tris/HCl pH 
8.5, 0.2 M MgCl2, 15% PEG 4000. Wachstum nach 
zwei Wochen. Kubisch mit unscharfen Kanten. 
Tropf 4 μl Proteinlösung+ 4 μl Präzipitant, 20 °C. 
Abb. 3.25: Kristalle der IPS in 2 M Mg-Formiat. 
Wachstum nach zwei Tagen. Kubisch mit unschar-
fen und teilweise scharfen Kanten. Tropf 4 μl Prote-
inlösung+ 4 μl Präzipitant, 20 °C. 
140 μm 140 μm 
Abb. 3.28.: Verbesserte kubische Kristalle der IMP
durch Additiv-Screen. Nach zwei Tagen gewachsen
in 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 10 mM ZnCl, 100 mM
NaCl, 10 mM KH2PO4, 11 % PEG 8000 mit 100 mM
Guanidin/HCl als Additiv. Tropf 4 μl Proteinlösung+
4 μl Präzipitant, 20 °C. 
 
280 μm 280 μm 
Abb. 3.29.: Kristalle der IMP aus Abb 3.28. gefärbt 
mit Izid (Hampton, Farbstoff) zur Identifizierung 
der Proteinkristalle. Tropf 4 μl Proteinlösung+ 4 μl 
Präzipitant, 20 °C. 
Abb. 3.27.: Kristalle der IMP in 20 mM Tris/HCl pH 
7,5, 10 mM ZnCl, 100 mM NaCl, 10 mM KH2PO4, 11 
% PEG 8000. Tropf 4 μl Proteinlösung+ 4 μl Präzipi-
tant, 20 °C. 
115 μm 115 μm 
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3.6.3 Untersuchungen zur Molekülmasse und Enzymatik der IMP 
Die apparente Molekularmasse der rekombinanten IMP von P. woesei wurde durch 
Gelfiltration bestimmt. Das Chromatogramm lässt erkennen, dass die IMP in einem 
Bereich von 30 bis 300 kDa mit einem Maximum bei 120 kDa eluiert (Abb. 3.30.): 
Das Profil des Chromatogramms deutet darauf hin, dass das Protein in einer Mi-
schung verschiedener Oligomere vorliegt. Legt man die molekulare Masse der Ho-
momeren mit 30 kDa zugrunde (berechnete molekulare Masse/SDS-PAGE), so kann 
man auf eine Mischung aus Mono-, Di- und Tetrameren rückschließen. Die Ausbil-
dung von drei Peaks könnte darauf hindeuten, dass es sich hier um ein relativ „lang-
sames“ Assoziations-Dissoziations-Gleichgewicht handelt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Substrat-Späzifitätstests bei 90°C mit G6P, FBP, F6P und DIP zeigten, dass die IMP 
von P. woesei sowohl I1P als auch FBP dephosphoryliert wie die Enzyme aus Ar-
chaeoglobus fulgidus [CHEN et al., 2000] und Methanococcus janaschii [STIEGLITZ et 
al., 2003]. Die kinetischen Parameter Km und Vmax für FBP wurden im enzymatisch 
gekoppelten Test bei 50°C ermittelt. Der apparente Vmax – Wert beträgt für die 
Dephosphorylierung von  FBP 1,4 U/mg und der apparente Km 0,49 mM (Abb. 
3.31.). Die Reaktion ist ebenso wie die Dephosphorylierung von I1P abhängig von 
der Gegenwart von Mg2+ und zeigt ein hyperbolisches Sättigungsverhalten mit Km = 
0,53 mM und Vmax  = 1,1 U/mg. 
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Abb. 3.30.: Elutionsprofil der Hitzeprezipitierten rekombinanten IMP von  P. woesei über HiLoad
26/60 Superdex 200 Prepgrade (Amersham Biosiences; Säulenvolumen 330 ml):Lila: Elutionsprofil der
Referenzproteine Ferritin (aus Pferdemuskel): 443 kDa; ADH (Alkohol-Dehydrogenase aus Saccha-
romyces cerevisiae): 148 kDa; LDH (Laktat-Dehydrogenase aus Leuconostoc mesenteroides) 78 kDa;
Cytochrom c (aus Rinderherz) 12,5 kDa. Grün: Elutionsprofil der IMP mit Peaks bei 120, 90 und 30
kDa 
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Abb. 3.31.: Bestimmung der FBPase Aktivität der rekombinanten IMP von P. woesei: A: spezifische 
Aktivität der IMP bei 50°C in Abhängigkeit von der Fruktose-1,6-bisphosphat-Konzentration. B: 
doppelt reziproke Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit V (U/mg) gegen die Substratkonzentra-
tion (mM) nach Lineweaver-Burk. Testbedingungen: 2 mM NADP, 70 μg Protein, 5 U G6PDH, 5 U 
GPI, 10 mM MgCl2. 
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Abb. 3.32.: Bestimmung der FBPase Aktivität der IMP aus P. woesei: A: spezifische Aktivität der 
IMP bei 50°C in Abhängigkeit von der MgCl-Konzentration. B: doppelt reziproke Auftragung der 
Reaktionsgeschwindigkeit V (U/mg) gegen die Substratkonzentration (mM) nach Lineweaver-Burk.
2 mM NADP, 70 μg Protein, 5 U G6PDH, 5 U GPI und 5 mM FBP 
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4 DISKUSSION 
4.1 Produktion von Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat im Technikums-
maßstab 
4.1.1 Kontinuierliche Fermentation von P. furiosus  
Die biotechnologische Herstellung rekombinanter Produkte hat in der modernen 
Pharmaindustrie und Biotechnologie in den letzten Jahren einen breiten Stellen-
wert eingenommen. Jedoch verlieren neben der Schaffung gentechnisch veränder-
ter Organismen (GVO) zur Produktion rekombinanter Proteine und Substanzen 
die Produktionsverfahren, die auf der Syntheseleistung von „natürlichen“ Orga-
nismen beruhen, nicht an Bedeutung. Als Beispiel für diese eher konventionelle 
Produktion ist die Fermentation und Extraktion der kompatiblen Solute wie Ectoin 
[1] und Hydoxyectoin aus Halomonas elongata zu nennen. Ectoin schützt die Zel-
len vor schädlichen Einflüssen wie UV-Strahlung, Trockenheit und zu hohen Salz-
konzentrationen und sichert somit diesem Bakterium das Überleben. Es stabilisiert 
die natürlichen Strukturen der Biopolymere wie Proteine, Nukleinsäuren sowie 
Biomembranen, die die Zellhülle des Bakteriums bilden [GALINSKI & SAUER, 1998]. 
Im Rahmen des Zukunftswettbewerbs Ruhrgebiet (Projekt "Heisse Biochemie", 
Fördervolumen 3,4 Mio €) sollten in Zusammenarbeit mit der Firma bitop weitere 
innovative Produkte aus Extremophilen entwickelt und produziert werden. Hierzu 
bot sich das in der Arbeitsgruppe Hensel 1991 entdeckte Di-myo-Inositol-1,1´-
phosphat (DIP) [8] an [SCHOLZ et al., 1992]. Es ist das thermokompatible Solut des 
hyperthermophilen Archaeums Pyrococcus. Hierzu sollte ein effizientes Kultivie-
rungsverfahren zur Produktion von DIP [8] etabliert werden [RINKER et al., 1999].  
Die Produktion von DIP [8] unterteilt sich in einen Upstream-Prozess und einen 
Aufreinigungs- oder Downstream-Prozess. Im Rahmen des Upstream-Prozesses 
erfolgte die Anzucht des Produktionsstammes P. furiosus aus Zellkulturen der Fir-
ma bitop. Die Produktion von DIP [8] verläuft proportional zur Zelldichte bei 
Wachstum von Pyrococcus furiosus über dem Temperaturoptimum [CHEN et al., 
1998]. Somit musste zunächst Pyrococcus in hohen Zelldichten kultiviert werden. 
Nach Produktion der Zellen erfolgten im Downstream-Prozess die Extraktion und 
Aufreinigung von DIP sowie die bioanalytischen Prüfungen und galenische For-
mulierung des Produktes. Nach Entnahme und Anzucht zu einer Arbeitskultur in 
flüssiger Kultur erfolgte sukzessives Scaling Up von Serumflaschen zum 30 l Biore-
aktor. Idealerweise sollte nur mit einer Zelllinie im Produktionsbereich gearbeitet 
werden, um Fremd- oder Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Im Fall von P. fu-
riosus konnte im Technikum der Firma bitop parallel Halomonas und der ther-
mophile Rodothermus gezogen werden, da aufgrund der unterschiedlichen Wachs-
tumsoptima und Salzbedarf gegenseitige Kontaminationen ausgeschlossen waren. 
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Die Kultivierung von P. furiosus wurde unter optimalen Bedingungen für Wachs-
tum und Produktbildung durchgeführt, wie von Raven 1992 beschrieben [RAVEN et 
al., 1992]. Nur die Kohlenstoffquelle wurde dahingehend verändert, dass an Stelle 
der teuren Maltose auf einen Zusatz der Bierherstellung dem Malzextrakt zurück-
gegriffen wurde. Es konnten dadurch nicht nur die Kosten gesenkt, sondern auch 
die Zellausbeute auf 500 g Feuchtzellen/Tag (entspricht einer durchschnittlichen 
Zelldichte von 1 x 1010 Zellen/ml) erhöht werden.  
Je nach Anforderungen des zu kultivierenden Organismus sind verschiedene Bio-
reaktorsysteme zu wählen. Prokaryonten mit einer stabilen Zellwand können in 
Bioreaktoren mit Rührwerken kultiviert werden, da sie wenig empfindlich gegen-
über den entstehenden Scherbewegungen sind. Pyrococcen besitzen als Zellhülle 
einen S-Layer und sind eher empfindlich gegenüber physikalischen Einwirkungen, 
weshalb der verwendete Bioengineering-Reaktor zu einem Airlift-Bioreaktoren 
umgebaut wurde [RAVEN et al., 1992]. Bei diesem Airlift-Bioreaktor wurde boden-
ständig das N2/CO2-Gemisch eingeblasen, das durch eingesetzte Prallbleche zu ei-
ner Konvektion des Flüssigmediums führte.  
Die extremen Umgebungstemperaturen bewirken chemische Veränderungen der 
Nährlösung (z.B. Aminosäuren und Zucker durch Bildung von Maillard-Produkten 
[BELITZ & GROSCH, 1992; KRAHE et al., 1996]), die das Wachstum beeinträchtigen 
[LAMOSA et al., 1998]. Der kontinuierliche Fermenter stellt eine Kultivierungsvari-
ante dar, bei der es möglich ist, einer gewachsenen Kultur frisches Substrat gleich 
bleibend zuzuführen. Hemmende Stoffwechselprodukte können daher nicht ange-
reichert werden, und die maximale Zelldichte im Reaktor kann sogar gegenüber 
einer konventionellen Batch-Fermentation gesteigert werden. Diese Variante des 
Reaktors erlaubt neben dem Dialysereaktor [KRAHE et al., 1996] die höchsten Zel-
lerträge von 3,2 x 1010 Zellen/ml für Pyrococcus furiosus [RAVEN et al., 1992]. Al-
lerdings konnte trotz guter Durchmischung und kontinuierlichen Zufuhr frischen 
Mediums der kontinuierliche Betrieb nur für maximal vier Wochen aufrechterhal-
ten werden, bevor der Reaktor neu aufgesetzt werden musste. Gründe für die be-
grenzte Kontinuität der Fermentation könnten in kleinen nicht erfassten Diskonti-
nuitäten der Prozessführung liegen, die zu Stressreaktionen und Autolyse der Zel-
len führen. 
Im Rahmen des Betriebs- und Produktionsablaufes musste gemäß der QA (quality 
assurance) mit SOP´s (standard operation procedures) die Medienzusammenset-
zung validiert werden, ebenso wie Lagerung und Kultivierung der Stammkultur, 
die Fermentationsbedingungen, Ernte der Zellmasse, Bevorratung an Gasmengen 
und Feed-Lösungen und Durchführung von Dekontaminationen oder Desinfektio-
nen von Vorlagebehältern und Verschlauchungen. Ebenso musste der gesamte 
Fermentationsprozess durch Dokumentation der Produktionsparameter wie bei-
spielsweise Temperatur, pH-Wert, Prozessdauer und eingesetzte Substrate be-
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schrieben werden (siehe Anhang Arbeitsanweisungen). Tägliche In-Prozess-
Kontrollen des gebildeten DIPs [8] und Firoins [4] über Ionenchromatographie 
belegten die tatsächliche Qualität und Quantität der Stoffwechselprodukte. 
4.1.2 Extraktion von Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat 
Die Gewinnung des gewünschten Endproduktes aus einem Kulturansatz wird in 
der Gesamtheit aller Arbeitsschritte als Downstream-Prozess bezeichnet 
[GAVRILESCU & CHISTI, 2005]. Zu diesen Arbeitsschritten wird in der pharmazeuti-
schen und biotechnologischen Industrie die Gewinnung, Isolierung, Aufreinigung, 
Formulierung und Konfektionierung eines Fermentationsproduktes zum fertigen 
Endprodukt gezählt. Alle Aufarbeitungsschritte müssen auch hier validiert sein 
und für die Zulassungsbehörden und zur eigenen Sicherheit des Unternehmers 
dokumentiert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1.: Prinzip des DIP-Produktions Prozesses: Up- und Downstream-Prozess der DIP-
Produktion. Fermentation der Zellen wird als Upstream bezeichnet, die Aufarbeitung bis zum Pro-
dukt DIP als Downstream. 
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Verglichen mit dem Dreischritt-Verfahren, das von Wolff [WOLFF, Dissertation 
2001] beschrieben wurde, konnte durch den mehrstufigen Downstream-Prozess 
(Abb. 4.1.) eine höhere Ausbeute pro Zellmasse erzielt werden statt 1 mg/g Zell-
masse 3,3 mg/g Zellmasse. Eine wichtige Stufe stellte dabei die Elektrodialyse dar, 
durch die DIP [8] von Firoin [4] getrennt werden und letzteres auch weiter bear-
beitet werden konnte. Für kompatible Solute aus Extremophilen gibt es schon seit 
Längerem industrielle Applikationen. Niedermolekulare Substanzen aus halophilen 
Bakterien sind exzellente Stabilisatoren für Biomoleküle [DA COSTA et al., 1998; 
WELSH 2000; SANTOS & DA COSTA 2001]. Ectoin [1] und dessen Derivate (Poduzent 
bitop) sind patentiert als Feuchtigkeitsspender und Zellschutzkomponenten in Ge-
sichtscremes [MONTITSCHE et al., 2000], werden aber auch als Stabilisatoren für die 
PCR eingesetzt [SAUER & GALINSKI, 1998]. Für DIP [8] konnte ebenfalls eine stabili-
sierende Wirkung auf einige Proteine nachgewiesen werden. Die Lieferung von 
100 g DIP [8], neben cDPG [7], Firoin [4] und Diglycerolphosphat [5] an die Firma 
Merck (VWR-International, Darmstadt) diente der weiteren Validierung dieser 
Substanzen als neue Produkte für die Kosmetikindustrie und möglicherweise für 
die Anwendung als Pharmaprodukte.  
 
4.2 Enzymatik des Biosynthesewegs von Di-myo-Inositol-1,1´-
phosphat 
Das übergeordnete Ziel ist es, in Zukunft einen rekombinanten Produktionsstamm 
zu entwickeln, der Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat hoch-effizient produziert, um 
Fermentationskosten, Arbeitsaufwand und Zeit einzusparen. Voraussetzung hierfür 
ist die Identifizierung der noch fehlenden Enzyme des Syntheseweges sowie die 
Überexpression der codierenden Gene. 
Wie aus den Arbeiten von SCHOLZ et al. (1998), CHEN et al. (1998) und WOLFF (Dis-
sertation, 2001) zu entnehmen ist, treten als Intermediate des DIP-Synthesewegs 
Glucose-6-phosphat [9], Inositol [11], Inositol-1-phosphat [10] und CDP-Inositol 
[12] auf. Die Herstellung von Inositol-1-phosphat [10] erfolgte biochemisch durch 
die Umsetzung von Glucose-6-phosphat [9] durch das rekombinante Enzym IPS 
aus P. woesei. Daraus konnte nachfolgend über chemische Synthese CDP-Inositol 
[12] generiert werden [ROSEMAN et al., 1961]. Die Bildung und Reinheit beider 
Substanzen wurde über Ionen-, Dünnschichtchromatographie und NMR nachge-
wiesen.  
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4.2.1 Anreicherung der Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat Synthase 
Wie schon bei Wolff [WOLFF, Dissertation 2001] beschrieben, konnte die Aktivität 
der Di-myo-Inositol-1,1´-phosphat Synthase nachgewiesen werden. Allerdings 
bereitete die Anreicherung des Enzyms erhebliche Schwierigkeiten, da es schlechte 
Bindungseigenschaften gegenüber gängigen Chromatographiematrices aufwies. Das 
Protein konnte nur durch Ausschlussverfahren angereichert werden. Auch die von 
Wolff beschriebene Interaktion zwischen der IMP und der DIPS konnte nicht für 
eine Reinigung der DIPS ausgenutzt werden. 
Dennoch konnte eine ca. 100fache Anreicherung des Proteins erzielt werden und 
die Anzahl der in SDS-Gelen sichtbaren Proteine, die als Kandidaten für eine DIPS 
in Frage kommen könnten, eingeschränkt werden. Allerdings konnte der begrün-
dete Verdacht, ein ca. 150 kDa großes Polypeptid könnte für die DIPS-Aktivität in 
P. woesei verantwortlich sein, nicht bestätigt werden. So exprimiert das für dieses 
Protein codierende Gen ein Genprodukt, das nicht die gewünschte Aktivität zeigt. 
Gründe für diesen Misserfolg könnten sein: 
I. Das verdächtigte Protein hat gar nichts mit der Synthese von DIP zu tun; 
II. Das Protein ist tatsächlich die gesuchte DIPS, benötigt allerdings für seine 
Aktivität zusätzliche chemische Modifikationen wie Glycosylierung 
[NELBOEK et al., 1998], Methylierung, Acetylierung etc, die im E.coli-Ex-
pressionssystem nicht möglich sind; 
III. Das Protein ist Teil eines oligomeren heteromeren Komplexes und benötigt 
eine Interaktion mit weiteren Polypeptiden. 
Diese Erklärungsmöglichkeiten können geprüft werden durch (I) Versuche zur 
weiteren Reinigung des Proteins, (II) durch massenspektrometrische Vergleiche 
zwischen  der Proteinspecies aus P. woesei und dem rekombinanten Protein oder 
durch (III) gleichzeitige Aufreinigung von eventuell assoziierten Proteinen über 
Immunopräzipitation mit Hilfe von Antikörpern, die gegen das 150 kDa Protein 
gerichtet sind. Letzteres  wurde bereits erfolgreich für den 240 kDa Exosom-
ähnlichen Komplex Rrp41 aus Sulfolobus solfataricus angewendet [EVGUENIEVA-
HACKENBERG et al., 2003] 
4.2.2 Molekulare Eigenschaften der IMP 
Besondere Aufmerksamkeit verdient die Struktur und Funktion der IMP von P. 
woesei. Wie Untersuchungen von Wolff (Dissertation, 2001) zeigten, interagiert 
dieses Protein mit der DIPS. Diese Interaktion ist die Voraussetzung für die Syn-
these von DIP in P. woesei. Interessanterweise scheint diese Interaktion bei dem 
sehr nahe verwandten P. furiosus nicht vorzuliegen [CHEN et al., 1998]. Offenbar 
sind nur sehr kleine Strukturänderungen für dieses unterschiedliche Verhalten 
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verantwortlich. Dies wäre eine sehr reizvolle Fragestellung nicht nur unter Aspek-
ten der Struktur-Funktionsbeziehung sondern auch unter Gesichtspunkten der 
Regulation des Syntheseweges. 
Bislang konnten vier IMP-Enzyme aus hyperthermophilen Organismen, drei von 
ihnen aus Archaea charakterisiert werden (Tabelle 4.2.). Auffallend ist, dass die 
Enzyme der hyperthermophilen Archaea neben der Dephosphorylierung von I1P 
auch die Dephosphorylierung von FBP mit ähnlicher Effizienz katalysieren. Der 
Verdacht besteht, dass diese Enzyme in den Organismen verschiedene Funktionen 
übernehmen. 
Tabellen 4.2.: myo-Inositol-Monophosphatasen: Die Mehrzahl der IMP-Enzymhomologen sind in 
der Tabelle dargestellt. Referenzen: [CHEN & ROBERTS, 2000], [Nigou et al., 2002] und [WOLFF, Dis-
sertation 2001]  
Organismus Substrat Km [mM] Temperatur Oligomer
Methanococcus 
janaschii  
myo-Inositol 1-phosphat 
Fruktose-1,6-
bisphosphat 
0,091 
0,038 
85°C Dimer 
Archeoglobus fulgidus myo-Inositol 1-phosphat 
Fruktose-1,6-
bisphosphat 
0,11 
0,08 
85°C Dimer 
Thermotoga maritima myo-Inositol 1-phosphat 
Fruktose-1,6-
bisphosphat 
0.13 
n.b. 
95°C Tetramer 
Mycobacterium      
tuberculosis  
myo-Inositol 1-phosphat 
Fruktose-1,6-
bisphosphat 
0.177 
  — 
pH 8.5, 37°C Trimer 
Pyrococcus woesei myo-Inositol 1-phosphat 
Fruktose-1,6-
bisphosphat 
0,9 
0,49 
95°C 
50°C 
Tetramer 
 
Um die Funktion von Enzymproteinen und ihre Regulation zu verstehen, ist die 
Aufklärung ihrer 3-D-Struktur unerlässlich. In dieser Arbeit wurden Versuche un-
ternommen, die rekombinante IMP und IPS zu kristallisieren und damit die Basis 
für eine entsprechende 3-D-Struktur-Analyse zu legen. Beide Enzyme sind an 
Wachstumstemperaturen von 100°C angepasst und sollten damit nicht nur den 
funktionellen Aspekt hinaus auch wertvolle Hinweise auf die intrinsischen Fakto-
ren der Termostabilität. Einkristalle der IPS und IMP mit glatten Kanten konnten 
nur durch Zusätze von Additiven wie Glucose-6-phosphat für die IPS und Guani-
din/HCl für die IMP erzeugt werden. Aus einem Beugungsmuster könnte anschlie-
ßend die Kristallstruktur berechnet werden. Die Kristalle der IPS und IMP zeigten 
keine hohe Streufähigkeit, was auf ihren Anteil an Wasser und ihre noch zu gerin-
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ge Größe zurückzuführen ist. Nach der röntgendiffraktometrischen Untersuchung 
der Kristalle von IPS und IMP könnte die Struktur der Enzyme mit Hilfe der vor-
handenen Strukturdaten der Homologen aus Archaeoglobus fulgidus und Metha-
nococcus jannaschii [JOHNSON et al., 2000; STEC et al., 2000] durch molecular repla-
cement ermittelt werden [GRUND et al., 1980]. Schließlich wird durch die Verwen-
dung der Phaseninformationen dieser Strukturen unter Umständen die zeitauf-
wendige Lösung des Phasenproblems unnötig.  
4.3 Identifizierung von Nucleosiddiphosphat-Inositol-1-phosphat 
Nucleotidyltransferasen 
Ebenfalls in dieser Arbeit sollte eine Charakerisierung der an dem DIP-
Syntheseweg beteiligten Nucleosiddiphosphat-Inositol-1-phosphat Nucleoti-
dyltransferase vorgenommen werden. 
Die vielen verschiedenen aktivierten Glykosyldonatoren, die in allen zuckerbasier-
ten Stoffwechselwegen vorkommen, werden durch die Enzymklasse der Zucker-
Nukleotidyltransferasen synthetisiert. Diese Enzyme katalysieren die Bildung von 
Nukleosiddiphosphatzuckern aus Zuckerphosphaten und Nukleosidtriphosphaten 
unter Abspaltung von Pyrophosphat. Nach unseren Vorstellungen nimmt an der 
DIP-Biosynthese eine Zucker-Nukleotidyltransferase einen entscheidenden Platz 
zur Bereitstellung des aktivierten Inositol-1-phosphats [10] ein. In der Arbeit von 
Scholz [SCHOLZ et al., 1998]  konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung weitge-
hend unabhängig vom verwendeten Nukleotidtriphosphat ist. Die vorliegenden 
Untersuchungen basierten jedoch auf CTP [26], da als Vorstufe zur chemischen 
Synthese des aktivierten Inositol-1-phosphats, das als Substrat für die DIPS diente, 
[12] nur Cytidin-5´-phosphoro-morpholidat [13] käuflich zu erwerben war (inzwi-
schen nicht mehr erhältlich) [WOLFF, Dissertation 2001; ROSEMAN et al., 1961]. 
Entsprechend wurde alle enzymatischen Test auch der Nucleosiddiphosphat-
Inositol-1-phosphat Nucleotidyltransferasen mit CTP und I1P als Substrate durch-
geführt. 
Für die Identifizierung der Nucleosiddiphosphat-Inositol-1-phosphat Nucleoti-
dyltransferasen wurde darauf verzichtet, das Enzym aus P. woesei zu isolieren, da 
die Produkte der Nachweisreaktionen je nach Anwesenheit von IMP und DIPS , 
und damit abhängig vom Reinigungsverlauf, unterschiedlich ausfallen (NDP-
Inositol ohne IMP bzw. DIP und DIP bei Anwesenheit von IMP und DIPS).  
Deshalb wurde ein alternatives Verfahren bevorzugt, das von Genen des sequen-
zierten P. furiosus, die als Zucker-Nukleotidyltransferasen annotiert waren. Durch 
Amplifikation der homologen Gene in P. woesei sollten dann die rekombinanten 
Genprodukte auf ihre Funktion als Nucleosiddiphosphat-Inositol-1-phosphat Nuc-
leotidyltransferasen über den Assay mit CTP und I1P als Substrate nachgewiesen 
werden. Von den insgesamt sechs Genen, die in E. coli zur Expression gebracht 
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wurden konnte nur bei einem Genprodukt eines Gens Trans7 die Funktion als 
Nucleosiddiphosphat-Inositol-1-phosphat Nucleotidyltransferase über den Enzym-
test mit CTP und I1P als Substrate nachgewiesen werden. 
In den Fällen von Trans1-Trans5 und Trans8 verhinderte die Bildung von inclusion 
bodies den Funktionsnachweis. Trotz umfangreicher Variationen der Expressions-
parameter (Tabelle. 3.5, Seite 61) gelang es nicht, die Bildung von inclusion bodies 
zu verhindern.  
Mit gewissem Erstaunen mussten wir allerdings zur Kenntnis nehmen, dass es der 
Arbeitsgruppe von Pohl (Department of Chemistry and Plant Siences Institute, 
Iowa State University, USA) gelang die Transferase Trans1 und Trans5 in löslicher 
Form zu exprimieren und ihre Aktivität nachweisen konnten [MIZANUR et al., 
2004A MIZANUR et al., 2005]. Möglicherweise liegt die Ursache für die Expression 
aktiver Enzyme in der Wahl eines anderen Expressionsvektors pET21a. Renaturie-
rungsversuche mit Trans1 (Expression mit His-Tag in inclusion bodies, Solubilisie-
rung dieser, Bindung an Ni-NTA und Renaturierung auf der Säule) erbrachten ein 
lösliches Protein, allerdings ohne Aktivität. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Zur Produktion von Di-myo-Inositol-1,1-phosphat [8] im Gramm-Maßstab konnte 
erfolgreich ein Up- und Downshift-Prozess für Pyrococcus furiosus bei der Firma 
bitop AG in Witten-Annen etabliert werden. Hierzu wurde ein 30 l Bioengineering-
Reaktor als Chemostat bei 98°C über vier mal vier Wochen kontinuierlich betrieben. 
Aus 7,5 kg Trockenzellmasse konnten 100 g DIP aufgearbeitet werden. Für eine 
Kostenminimierung der DIP-Produktion sollte ein rekombinanter Produktions-
stamm angestrebt werden. Hierzu wurden an der Universität Duisburg-Essen Versu-
che zur Identifizierung und Charakterisierung der im DIP-Syntheseweg noch feh-
lenden Enzyme, NTP-Inositol-1-phosphat Nucleotidylyltransferase und Di-myo-
Inositol-1,1´-phosphat Synthase, durchgeführt.  
Die vergleichende Analyse der SDS-Gel-Elektropherogramme der verschiedenen 
Reinigungsfraktionen legte nahe anzunehmen, dass ein 150 kDa Protein die DIPS 
darstellt. Partielle Sequenzierung ließ erkennen, dass das Protein dem Genprodukt 
eines Leserahmens im P. furiosus Genom homolog ist, der als kodierendes Gen für 
eine Vanadat-sensitive ATPase annotiert wurde. Die Expression des entsprechenden 
Leserahmens von P. woesei ergaben jedoch keine DIPS-Aktivität für das rekombi-
nante Protein. Weitere Versuche müssten zeigen, ob der negative Befund damit be-
gründet ist, dass das Genprodukt generell keine DIPS-Aktivität besitzt, oder dass 
fehlende Proteinmodifikationen oder fehlende Proteinkomponenten eine entspre-
chende Aktivität verhindern. 
Zur Identifizierung der NDP-I1P-NT wurden sechs Leserahmen von P. woesei in E. 
coli exprimiert, die Homolog zu Leserahmen des P. furiosus Genoms darstellen und 
als Gene für Zucker-Nukleotidyltransferasen annotiert waren. Einer dieser Lese-
rahmen exprimiert ein Genprodukt, das eine Aktivität als NDP-I1P-NT mit CTP 
aufweist. 
Als Basis für Strukturuntersuchungen, die zum Verständnis der Funktion und Regu-
lation des DIP-Syntheseweges beitragen sollen, wurden Kristallisationsversuche mit 
IMP und IPS durchgeführt. 
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7 ANHANG 
         1 AATAGATATTATCGGCAAACACCGAAAATTTCATAGACACATCATGAAGCTGCTAAAATCTATTACGGCGATTGGCGAGCTTCTTTAATC 
        1                                   *  T  H  H  E  A  A  K  I  Y  Y  G  D  W  R  A  S  L  I  
       91 GTTAGAAAGGGTTTGGAACCGAAAAGTATTTATACCCCGCACTGACACACATATAGATGAAGCCCGTATGGGCAGATTATTGGGAGGTGG 
       19  V  R  K  G  L  E  P  K  S  I  Y  T  P  H  *  H  T  Y  R  *  S  P  Y  G  Q  I  I  G  R  W  
      181 AGAAAAATGAAAGTTAAGAAGATTGCGGCCCTTGCAGTTGGTGCCGCAGTAGCTGGTGCAACCCTTGGCTTTGCAAGTGCCCAAGGCGAA 
       49  R  K  M  K  V  K  K  I  A  A  L  A  V  G  A  A  V  A  G  A  T  L  G  F  A  S  A  Q  G  E  
      271 GTCCCCGAGATACCAAAGGACTTCTTTGTTAAGGATGGAAAGCCAAACGTTAAGATCGTTGTTGGTAGTGAAGGAGCTGCTATGGACGTT 
       79  V  P  E  I  P  K  D  F  F  V  K  D  G  K  P  N  V  K  I  V  V  G  S  E  G  A  A  M  D  V 
      361 GTGAGCGCAGCCGATATTGCCGCTGCAATTGGAAGCTTACTCTACACCGAGAAGGATGTTGAAGTTACCGACGCTACAGTGGTTGCAAGG 
      109  V  S  A  A  D  I  A  A  A  I  G  S  L  L  Y  T  E  K  D  V  E  V  T  D  A  T  V  V  A  R 
      451 AAGGATGTAACCGAACCCATTGAAAAGATACCTGTCTTTGACAACTACGACACAAATACAGCTCACAAATACAAGGTTGGAGACAATCTA 
      139  K  D  V  T  E  P  I  E  K  I  P  V  F  D  N  Y  D  T  N  T  A  H  K  Y  K  V  G  D  N  L 
      541 AAAGATGTACCAGCCTGGTGGAACGGATCAGACTTTGTAGCTAACTTCTCAACATCAGTTTGGAATGATGGTGTATATGACAAGGCAGTG 
      169  K  D  V  P  A  W  W  N  G  S  D  F  V  A  N  F  S  T  S  V  W  N  D  G  V  Y  D  K  A  V  
      631 GAGATCAGGATTGACAATATTGGAAGCGTTGGGAGCTATGACCTTGCAGCAAACCTAACACTTAAGGGAATTGCTCTCGACGGCATAACT 
      199  E  I  R  I  D  N  I  G  S  V  G  S  Y  D  L  A  A  N  L  T  L  K  G  I  A  L  D  G  I  T 
      721 GACAGTGAAGTTGATGTAATTGACGACTTTGAGGACTTCACAGTTAACGTAAGTACAGTGGTTGCAAACATATCACTTGTAGTATACAAC 
      229  D  S  E  V  D  V  I  D  D  F  E  D  F  T  V  N  V  S  T  V  V  A  N  I  S  L  V  V  Y  N 
      811 TATACACTCAAAGGACAACCTACAGTTGACAAGATAACAAAGGATGAAACAATACCAGAAGTAAACCTAATCACAAACTTGTTCCTTGAC 
      259  Y  T  L  K  G  Q  P  T  V  D  K  I  T  K  D  E  T  I  P  E  V  N  L  I  T  N  L  F  L  D 
      901 AACAGCACACTCGCAAAGTTCTATCCAGACTACGACGGTTACACCATAGAGGGAGTTAAGGTTCTTAAGTCAGGAGTTGGTGAAGGAGAA 
      289  N  S  T  L  A  K  F  Y  P  D  Y  D  G  Y  T  I  E  G  V  K  V  L  K  S  G  V  G  E  G  E 
      991 ACCCTAAAGATCCTTGACAATGAATATCCAATAGTCTTCATTGGAAAAGACATTCAAGAAACAGCTTGTGGAGATTGCTTCACCTATGGT 
      319  T  L  K  I  L  D  N  E  Y  P  I  V  F  I  G  K  D  I  Q  E  T  A  C  G  D  C  F  T  Y  G 
     1081 AAGGACTGGGGCGAGGACTACTACAACCAGGGTGAAACATACAACTTCGGAGACTACAAGGTCACAATCCTTGATATTGATGTTGCAAGA 
      349  K  D  W  G  E  D  Y  Y  N  Q  G  E  T  Y  N  F  G  D  Y  K  V  T  I  L  D  I  D  V  A  R 
     1171 GACAAGGCATTCATAAAGGTTGAGAGCCCAAGTGGAGATACTGAGACAACTACTCTCGCAGTTGGTGGTACAGAGGCACAAACCTTCTTC 
      379  D  K  A  F  I  K  V  E  S  P  S  G  D  T  E  T  T  T  L  A  V  G  G  T  E  A  Q  T  F  F 
     1261 GACGGAGGCATAAGAATCCAGATAAAGGACACCTTCGTAGGTATCAGCGGTACAAACGCAGTAAAACTCCACGTCTGGACAGACCTCAAG 
      409  D  G  G  I  R  I  Q  I  K  D  T  F  V  G  I  S  G  T  N  A  V  K  L  H  V  W  T  D  L  K 
     1351 ACAGTAAAGAGTGGAGACGAAATAATGCCTGGATGGATAGCAGAGTTCAAGGTCGACAGTGGAAAGATTATATGGTTCGCCCTTGAAAAC 
      439  T  V  K  S  G  D  E  I  M  P  G  W  I  A  E  F  K  V  D  S  G  K  I  I  W  F  A  L  E  N 
     1441 AAGAACACACTCTCCGACAAGAGAGTGCCATTATTCAACACCTACGCTGTAGACTACAAGGCAACGATAAGGAAGAAGAAAAAAGACGAT 
      469  K  N  T  L  S  D  K  R  V  P  L  F  N  T  Y  A  V  D  Y  K  A  T  I  R  K  K  K  K  D  D 
     1531 GTAGAGTACGGTACACTAACAGCCTACATCTACATCGAGCCACTGGAGACACAGTATGAGACAGTAGAGGCAGCAATAGGAGAGTCAATT 
      499  V  E  Y  G  T  L  T  A  Y  I  Y  I  E  P  L  E  T  Q  Y  E  T  V  E  A  A  I  G  E  S  I 
     1621 GATGACTATGAAGTTGTAGACGTCAAAGCTGAGGTCAGTCCAGAGGTTGCTTATATTCCACAGAAGCTAACCGCTCCAATCACAGTCCTT 
      529  D  D  Y  E  V  V  D  V  K  A  E  V  S  P  E  V  A  Y  I  P  Q  K  L  T  A  P  I  T  V  L 
     1711 GACACCGAAGTCCTTGAGCAAGGACTAGAGAACGTAGGCAGCAACCTAATCCTAGTGGGTGGTCCAGTCGTCAACAAGGTAACTGCAGCC 
      559  D  T  E  V  L  E  Q  G  L  E  N  V  G  S  N  L  I  L  V  G  G  P  V  V  N  K  V  T  A  A 
     1801 TTAGCTGAAGACCTAGGAGTTCCACTCACCTACGAAGAGTGGGCCGAGAAGTTCGGTACTGGTAAGGAAGGATGGACTATCGTCTACAAG 
      589  L  A  E  D  L  G  V  P  L  T  Y  E  E  W  A  E  K  F  G  T  G  K  E  G  W  T  I  V  Y  K 
     1891 GAGCAGTGCGGCAAGATTGGAGGCTACGGTGTAGTCCTAGTAGCAGGTAGCGACAGAGAAGGAACCAGAGCAGCTGCAGAGGCATTGCTC 
      619  E  Q  C  G  K  I  G  G  Y  G  V  V  L  V  A  G  S  D  R  E  G  T  R  A  A  A  E  A  L  L 
     1981 GACTACATTGCAAACCTTGAGTGATCCCTTCTCTTCTTCTTTAATTCTTCTTCCCTGGAGGTTTAAATGTGAGAAAGTATATAGCGGGAA 
      649  D  Y  I  A  N  L  E  *  S  L  L  F  F  F  N  S  S  S  L  E  V  *  M  *  E  S  I  *  R  E 
     2071 TTTTTTTGATTACGATTATTTTAGCAAGTATTGGGATTACTGCAT 
      679  F  F  *  L  R  L  F  *   
       
Abb. Anhang 1: Nukleotidsequenz des Klons pET24adips (1263 bp): Die für die putative DIPS aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 186 bis 2003 (im Genom 1312763 – 1314580). Die 
korrespondierende Aminosäuresequenz (605 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen
symbolisiert. Die Primer sind fett gedruckt. Strukturen der Transkription BRE-Site TATA-Box und Terminati-
onsstelle sind grau unterlegt. 
 7. Anhang 
 
 
        
        1 TTCTATCTTTTATTTAAATATCAATAATGGGGAGTTAGTATGAAA 
        1                          *  W  G  V  S  M  K  
       46 GCTATAATACTTGCCGCTGGAAAAGGTGAAAGGCTTAGGCCACTC 
       16  A  I  I  L  A  A  G  K  G  E  R  L  R  P  L  
       91 ACTGATGATAGGCCAAAGGTTGTTCTAAAGATCGCCAACAAACCA 
       31  T  D  D  R  P  K  V  V  L  K  I  A  N  K  P  
      136 ATAATTAGCTATGTTCTTGAAAACCTTGACCCATTTGTAGATGAA 
       46  I  I  S  Y  V  L  E  N  L  D  P  F  V  D  E  
      181 TTTATCATAGTTGTTAAGTACATGAAGGAGAAAGTTATTGATTTA 
       61  F  I  I  V  V  K  Y  M  K  E  K  V  I  D  L  
      226 CTCGGTGATGAATTTCGCGGAAAGCCAATAACTTATGTGGAGCAG 
       76  L  G  D  E  F  R  G  K  P  I  T  Y  V  E  Q  
      271 GGAGAAGAAGAGGGAACAGCTGCAGCAGTGTATTCCGTAAAAGAG 
       91  G  E  E  E  G  T  A  A  A  V  Y  S  V  K  E  
      316 TTTATAGAGTCTAATGAAGAGTTTTTCGTTGTCAATGGCGATTTA 
      106  F  I  E  S  N  E  E  F  F  V  V  N  G  D  L  
      361 TATTTTGAACCCGATGCAGTAAAGGGCCTTCTTCATGTTTTCAAA 
      121  Y  F  E  P  D  A  V  K  G  L  L  H  V  F  K  
      406 AAAGAGAAAGGAGATGCAGGCATCGTTGTGAAAGAATTTGAGAAC 
      136  K  E  K  G  D  A  G  I  V  V  K  E  F  E  N  
      451 CTCAGCCAATATGGAATGGTAGAGGTAGAGAACGGTAAGGTGAAA 
      151  L  S  Q  Y  G  M  V  E  V  E  N  G  K  V  K  
      496 GGGATAATAGAAAAGCCAGGCAATTCAAAGGATATGCAAACCTA 
      166  G  I  I  E  K  P  G  N  V  K  G  Y  A  N  L  
      541 GGAATATACATTTTCAAGTCAGATGTCTTTGATTACATAGAGAAC 
      181  G  I  Y  I  F  K  S  D  V  F  D  Y  I  E  N  
      586 ACCGAAATAAGTGAGAGGGGAGAATATGAGATTACAGACACGATA 
      196  T  E  I  S  E  R  G  E  Y  E  I  T  D  T  I  
      631 AACCTCATGATAAAAGATGGCAAAAGTGTGGTTTACTACAACTAT 
      211  N  L  M  I  K  D  G  K  S  V  V  Y  Y  N  Y  
      676 GAAGGATTCTGGAGCGATATTGGAAGGCCATGGGACTTACTTGAA 
      226  E  G  F  W  S  D  I  G  R  P  W  D  L  L  E  
      721 GTGAATGAATACATTCTAAAAACTAAGCTAAAACACGAGATAAGA 
      241  V  N  E  Y  I  L  K  T  K  L  K  H  E  I  R  
      766 GGAGTTGTCGAAGAGGGAGCAACAATAATCCCACCTGTGGAAATT 
      256  G  V  V  E  E  G  A  T  I  I  P  P  V  E  I  
      811 GGAGAGGGAACAATAGTAAGGGCAGGAAGCTACATAATCGGGCCC 
      271  G  E  G  T  I  V  R  A  G  S  Y  I  I  G  P  
      856 GTTAAGATCGGAAAAAACTGTAGAATCGGGCCGAACTGCTACATA 
      286  V  K  I  G  K  N  C  R  I  G  P  N  C  Y  I  
      901 AGACCATATACAAGCATAGGAGACAACTGCCACATAGGAAATGCC 
      301  R  P  Y  T  S  I  G  D  N  C  H  I  G  N  A  
      946 GTTGAAGTTAAAAATTCCATAATAATGGATAATTCAAATGCCCCT 
      316  V  E  V  K  N  S  I  I  M  D  N  S  N  A  P  
      991 CACTTAAACTATGTTGGGGATTCAATAATCGGGGAAAACACAAAT 
      331  H  L  N  Y  V  G  D  S  I  I  G  E  N  T  N  
     1036 CTTGGGGCTGGAACAATAACAGCTAACTTGAGACACGACAAGGGA 
      346  L  G  A  G  T  I  T  A  N  L  R  H  D  K  G  
     1081 ACTATCAAGGTTGAAGTTAAAGGAAAGTTAGAGGATTCAGGGAGG 
      361  T  I  K  V  E  V  K  G  K  L  E  D  S  G  R  
     1126 AGAAAGCTCGGTGCAATAATTGGGCACAACGTAAAAGTAGGGATA 
      376  R  K  L  G  A  I  I  G  H  N  V  K  V  G  I  
     1171 AACGTCACAATTTATCCAGGAAGAAAAATTGGTAGTAACTCTTTC 
      391  N  V  T  I  Y  P  G  R  K  I  G  S  N  S  F  
     1216 ATAGGCCCAGGAGTTATAGTTGATAAGAACATCCCACAAAACGTT 
      406  I  G  P  G  V  I  V  D  K  N  I  P  Q  N  V  
     1261 CTTGTTACAGTTAAGCAGGAGAAAAAGGTGATTGAGAAATGATTA 
      421  L  V  T  V  K  Q  E  K  K  V  I  E  K  *     
     1306 TTCCAATTTTAAATTTTGTTTCACGATTGATATTGGCCGGAACTT 
      
Abb. Anhang 2: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans1 (1263 bp): Die für die Transferase 1 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 40 bis 1300. Die korrespondierende Aminosäurese-
quenz (420 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
 7. Anhang 
 
 
        1 AGATAAGATATTTTAAAGTTTGGTGGAAAGATGAGGGAGCTGAGA 
        1                                M  R  E  L  R  
       46 TATAACCCCCTCACAGGTCAGTGGATCATGGTGTCTGCAGTTAGG 
       16  Y  N  P  L  T  G  Q  W  I  M  V  S  A  V  R  
       91 AAAAAAAGACCATGGAGACCCACAAATTTCTGTCCATTTTGCCCA 
       31  K  K  R  P  W  R  P  T  N  F  C  P  F  C  P  
      136 GGAAGCGAAGAGACAGGTTATGGATGGAAAGTTCTTTTGCTTCCA 
       46  G  S  E  E  T  G  Y  G  W  K  V  L  L  L  P  
      181 AATAGATTCCCAATGTTATCTTTTGATGCCCCAAAACCTGAGAGT 
       61  N  R  F  P  M  L  S  F  D  A  P  K  P  E  S  
      226 GAGGAATTTTACAAGAAAGCTAGGGCAATTGGCCAGTGTAGTGTT 
       76  E  E  F  Y  K  K  A  R  A  I  G  Q  C  S  V  
      271 ATCGTCGAGACACCAGATCATGATCTTAAAGATCTAGACGAGCTT 
       91  I  V  E  T  P  D  H  D  L  K  D  L  D  E  L  
      316 CCCAGGGAGCAAATGGTTAAGGTTGTTGAACTGTGGGTAGAGGCT 
      106  P  R  E  Q  M  V  K  V  V  E  L  W  V  E  A  
      361 ACGAAAACACTAAAGGAAAATCCCCACGTTGCTTATCTCGCGATA 
      121  T  K  T  L  K  E  N  P  H  V  A  Y  L  A  I  
      406 TTTAGAAATAAAGGGGAGGAAATTGGAGTAAGCTTAACTCATCCC 
      136  F  R  N  K  G  E  E  I  G  V  S  L  T  H  P  
      451 CACGGCCAGCTTTATGCCCTTCCGTATATTCCTCTCAAAGCTAGA 
      151  H  G  Q  L  Y  A  L  P  Y  I  P  L  K  A  R  
      496 CTCAAAATAGAAAACTCTAGAAAGTACTACAAGAGCAAAAATGAA 
      166  L  K  I  E  N  S  R  K  Y  Y  K  S  K  N  E  
      541 TGTTTGTTCTGTAGGATACTTAAAGAAGAAAAAGAAAGTGAAGAG 
      181  C  L  F  C  R  I  L  K  E  E  K  E  S  E  E  
      586 AGAATTATCTACGAAAATGACAACTTTATAGTTTTCATGCCCTTC 
      196  R  I  I  Y  E  N  D  N  F  I  V  F  M  P  F  
      631 TTTGCAAGTTGGCCTTTCGAAATGCACATTTATCCAAAAAGACAC 
      211  F  A  S  W  P  F  E  M  H  I  Y  P  K  R  H  
      676 GTTCAGTATTTAACAGACCTCAACAAGGAAGAAATAGAAAGCTTG 
      226  V  Q  Y  L  T  D  L  N  K  E  E  I  E  S  L  
      721 GCGGATGCAATTCAAGCTACCACTGGAACCTTAAACACCATTTTA 
      241  A  D  A  I  Q  A  T  T  G  T  L  N  T  I  L  
      766 GAAAGGCAAATGCCCTACACAATGATGATATTCCAGGCTCCATTT 
      256  E  R  Q  M  P  Y  T  M  M  I  F  Q  A  P  F  
      811 AAAGGAAACTACAAGTTTTATCACCTACACATAGAGTTCTACCCT 
      271  K  G  N  Y  K  F  Y  H  L  H  I  E  F  Y  P  
      856 ATTTTAAGAGACAATGGAAAGATCAAATACGCAGCAGGAATTGAA 
      286  I  L  R  D  N  G  K  I  K  Y  A  A  G  I  E  
      901 ATGGGTACATGGGAATTTACATACGATGCAATCCCAGAAGAAAAC 
      301  M  G  T  W  E  F  T  Y  D  A  I  P  E  E  N  
      946 GCCAGAAAGCTTAAAGAGGCATGCAAAAAAGTTTCACAAAGACTT 
      316  A  R  K  L  K  E  A  C  K  K  V  S  Q  R  L  
      991 AACCTTAAAGGGAAATGTATTTAAGCTCTCCTACGTCTCTTTTTC 
      331  N  L  K  G  K  C  I  *                       
 
 
 
Abb. Anhang 3: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans2 (984 bp): Die für die Transferase 2 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 31 bis 1012. Die korrespondierende Aminosäurese-
quenz (327 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
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        1 ATTCCAACAAATATGGGGGATAAACGTATGAAGGTTCTAATAATG 
        1                             M  K  V  L  I  M  
       46 GCCGGAGGCTATGCTACTAGGTTATGGCCAATAACAAAAAATAAA 
       16  A  G  G  Y  A  T  R  L  W  P  I  T  K  N  K  
       91 CCTAAACCCCTTCTTCCAGTTGGCAATAAAACAATAATAGAACAC 
       31  P  K  P  L  L  P  V  G  N  K  T  I  I  E  H  
      136 ATTTTAGAAAAGCTGGCTAATATAAAATATCCTATTTATGTTTCA 
       46  I  L  E  K  L  A  N  I  K  Y  P  I  Y  V  S  
      181 ACAAATAAATTCTTTGAAAAGAGCTTTAGAGAGAAGCTATCGAAA 
       61  T  N  K  F  F  E  K  S  F  R  E  K  L  S  K  
      226 TACGATGTTGAACTAATTGTAGAGAATTCATATAGGGAAGAAGAA 
       76  Y  D  V  E  L  I  V  E  N  S  Y  R  E  E  E  
      271 AAGTTTGGAACAATTGCCGCAATTAAAAATGCAATTGAAACAATA 
       91  K  F  G  T  I  A  A  I  K  N  A  I  E  T  I  
      316 GGAGATGATGATTACCTCATAATATCTGGGGACAATTTGTTTTCC 
      106  G  D  D  D  Y  L  I  I  S  G  D  N  L  F  S  
      361 CTATCAATAGAGGACTTTCTCTCAAGATTTGATGAAGTAAAGAAA 
      121  L  S  I  E  D  F  L  S  R  F  D  E  V  K  K  
      406 ACTCTAATAGCCGTTTATGATATCGGAGACTTTGAACTAGCCAAG 
      136  T  L  I  A  V  Y  D  I  G  D  F  E  L  A  K  
      451 AGGTATGGTGTAGTTGTTCTGGAGATACTGTTAGGATAAGCGGTA 
      151  R  Y  G  V  V  V  L  E  I  L  L  G  *        
      496 GGGCGTTAGGTTTAAGTTTCTGATAATTTTTCAGAAAAAGAAGGG 
 
 
Abb. Anhang 4: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans3 (462 bp): Die für die Transferase 3 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 28 bis 487. Die korrespondierende Aminosäuresequenz 
(153 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
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        1 AAAAAGTAGTGGAGGTTGAAAGCAGTGCTGAGCAATTTGAGACCA 
        1                          V  L  S  N  L  R  P  
       46 TTGGCGAAAAAGCCACTGGAAAAGATAGCTGAGCCATTCTCAAAG 
       16  L  A  K  K  P  L  E  K  I  A  E  P  F  S  K  
       91 CTTGGCATAACTCCTAATCAACTCACTATGGTTGGATTTTTCCTG 
       31  L  G  I  T  P  N  Q  L  T  M  V  G  F  F  L  
      136 TCTTTACTTGCATCTTATGAATATTACCTCAATAATCAGGTTTTT 
       46  S  L  L  A  S  Y  E  Y  Y  L  N  N  Q  V  F  
      181 GGCTCATTAATACTATTACTTGGGGCGTTCTTAGATGCTTTAGAT 
       61  G  S  L  I  L  L  L  G  A  F  L  D  A  L  D  
      226 GGGAGCCTAGCAAGGTTAACCGGAAGAGTTACAAAATTTGGTGGT 
       76  G  S  L  A  R  L  T  G  R  V  T  K  F  G  G  
      271 TTTCTCGATTCTACGATGGATAGGCTTAGCGATGCAGCAATAATC 
       91  F  L  D  S  T  M  D  R  L  S  D  A  A  I  I  
      316 TTTGGAATTGCATTGGGAGAGTTAGTTAATTGGAAAGTAGCGTTT 
      106  F  G  I  A  L  G  E  L  V  N  W  K  V  A  F  
      361 TTAGCGTTAATAGGCTCTTACATGGTAAGCTATACAAGATGTAGG 
      121  L  A  L  I  G  S  Y  M  V  S  Y  T  R  C  R  
      406 GCTGAATTAGCTGGTTCTGGAACTTTAGCAGTTGGAATTGCTGAG 
      136  A  E  L  A  G  S  G  T  L  A  V  G  I  A  E  
      451 AGGGGAGAGAGATTATTGATTCTTGTTATTGCAGGATTATTCGGA 
      151  R  G  E  R  L  L  I  L  V  I  A  G  L  F  G  
      496 ATTATTGATATTGGTGTGTATCTGGTTGCAATACTCTCTTGGATA 
      166  I  I  D  I  G  V  Y  L  V  A  I  L  S  W  I  
      541 ACCTTCTTGCAAAGAGTTTATGAAGCAAAGAAAAGGCTTGAAAAA 
      181  T  F  L  Q  R  V  Y  E  A  K  K  R  L  E  K  
      586 TAGGGATGATGAGATTTGCTACCTCTGAAAATAATGATGAACCCT 
      196  *  
      631 GCCGTTACTG 
 
 
Abb. Anhang 5: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans4 (564 bp): Die für die Transferase 4 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 25 bis 585. Die korrespondierende Aminosäuresequenz
(187 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
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Abb. Anhang 6: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans7 (447 bp): Die für die Transferase 7 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 61 bis 507. Die korrespondierende Aminosäuresequenz
(149 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
 
        1 AATGAAAGAGAAGAACAGGGGAAAGGCAGTGAAAGTCATCCACCA 
       46 CGCGAGGGATAAGATATGGGAGATAACCGCAAGGTAAGGGTTGTG 
                    *  D  M  G  D  N  R  K  V  R  V  V  
       91 GTGGGAGGTGTTTTCGACATCCTCCACGTCGGCCATGTCCACTTT 
       31  V  G  G  V  F  D  I  L  H  V  G  H  V  H  F  
      136 TTGAAGATGGCTAAGGAGTTGGGTGATGAGTTAATAGTTATTGTT 
       46  L  K  M  A  K  E  L  G  D  E  L  I  V  I  V  
      181 GCCCATGATGAAACCGTGAAGAGGAGAAAAGGAAGACCTCCTATT 
       61  A  H  D  E  T  V  K  R  R  K  G  R  P  P  I  
      226 AATCCAGCTGAAGACAGGGCAGAACTGCTCAAGAGTATTAGGTAT 
       76  N  P  A  E  D  R  A  E  L  L  K  S  I  R  Y  
      271 GTGGATGATGTTGTGATTGGAGAACCGGGTGAAATAAGTATAGAT 
       91  V  D  D  V  V  I  G  E  P  G  E  I  S  I  D  
      316 TTGATAAAAAGGCTGAAGCCGGACGTAATAGCCTTGGGACCAGAT 
      106  L  I  K  R  L  K  P  D  V  I  A  L  G  P  D  
      361 CAAGATTTTAGTTGCGAGGAGTTAAAGAAGAGGCTCAGAAAAGAG 
      121  Q  D  F  S  C  E  E  L  K  K  R  L  R  K  E  
      406 GGAATAAATGCGGAGGTTATCAGGTTGCCCTACTTGTATAAGTCC 
      136  G  I  N  A  E  V  I  R  L  P  Y  L  Y  K  S  
      451 GATAGGGCAAAGACAAGTAAGATAATTCAGAGAATAATCGAGACG 
      151  D  R  A  K  T  S  K  I  I  Q  R  I  I  E  T  
      496 TTTTGTGAATGAAGTCCAAACTTTCAATTCTTTTGTAGTCTTATT 
      166  F  C  E  *                                   
      541 GGAACCGGAGGCTCTACCTAATCATCCTCTTGACACAACTCCTTT 
      586 CAATTCTTTTGTAGT 
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        1 TGGGAAAATTGTTATTGACGGTAGGAGAATTAGAGCTGCCGAGAA 
       46 AACAGCGAGAATTTACGAGGGGGTGTGCTGGTGAAAGTGAGAAAA 
       16                                V  K  V  R  K  
       91 GCGGTAATTCCAGCAGCAGGCCTTGGAACAAGAATGTTACCACTG 
       31  A  V  I  P  A  A  G  L  G  T  R  M  L  P  L  
      136 ACTAAAGCACAACCAAAAGAAATGCTCCCTGTTGTGAGAAAGCCA 
       46  T  K  A  Q  P  K  E  M  L  P  V  V  R  K  P  
      181 ACTATCCAATATGTTCTCGAAGAAGCTTATGAGGCTGGGATACGA 
       61  T  I  Q  Y  V  L  E  E  A  Y  E  A  G  I  R  
      226 GAAGTTTTGATAATAACGGGAAAACATAAGAGGGCAATCGAAGAT 
       76  E  V  L  I  I  T  G  K  H  K  R  A  I  E  D  
      271 CATTTCGATAGATATGAGCATGAAGTGAAAAATCCACATCTTGAC 
       91  H  F  D  R  Y  E  H  E  V  K  N  P  H  L  D  
      316 AAATTGGATAAAATCCTCGATGATATAAATATCTACTATGCTAGA 
      106  K  L  D  K  I  L  D  D  I  N  I  Y  Y  A  R  
      361 CAGAGAGTACAAAGGGGATTGGGGGATGCTATCAAATATGCAGAG 
      121  Q  R  V  Q  R  G  L  G  D  A  I  K  Y  A  E  
      406 GCTTTCGTTGGCGATGAACCCTTTGCTCTCCTCTTGGGGGATACT 
      136  A  F  V  G  D  E  P  F  A  L  L  L  G  D  T  
      451 ATTACACTCCCTTCTTGTACTGCTGGAATAATAGAATCCTATGAA 
      151  I  T  L  P  S  C  T  A  G  I  I  E  S  Y  E  
      496 GAATTAAAGGCCCCGGTAATCGCTGTGGAAGAAGTTCAAGAGGAG 
      166  E  L  K  A  P  V  I  A  V  E  E  V  Q  E  E  
      541 AAAATTTCTCTCTATGGAGTTGTTGGGATAGGGAGATATATTAAT 
      181  K  I  S  L  Y  G  V  V  G  I  G  R  Y  I  N  
      586 GAAAGAATATTTGAGATAAACAAGCTAGTTGAAAAGCCAGAAATT 
      196  E  R  I  F  E  I  N  K  L  V  E  K  P  E  I  
      631 CACGAAGCTCCATCAAATTTGGCCATTTTAGGAAGGTACATTTTA 
      211  H  E  A  P  S  N  L  A  I  L  G  R  Y  I  L  
      676 ACCCCCGAAATCTTTGAGTATTTGGAGGAGGTAAAGCCTGATAAA 
      226  T  P  E  I  F  E  Y  L  E  E  V  K  P  D  K  
      721 AAGGGAGAAATACAGCTCACAGATGCTCTAGAGTTAATGGTTCAG 
      241  K  G  E  I  Q  L  T  D  A  L  E  L  M  V  Q  
      766 AATGGGAAGAAAATTTACGGCTATGTGTTTAAGGGCAGGCGTTAT 
      256  N  G  K  K  I  Y  G  Y  V  F  K  G  R  R  Y  
      811 GACATTGGTAACATTTTTGATTGGCTACGGGCAAATATTGAATTA 
      271  D  I  G  N  I  F  D  W  L  R  A  N  I  E  L  
      856 GGATTAGAAGATGAAGAACTTAGTGAAAAGCTAAGAGAACTTATC 
      286  G  L  E  D  E  E  L  S  E  K  L  R  E  L  I  
      901 AAATCGTTAGTGGGGGAAAGAATATGATGGACCCGATAAAGTCAG 
      301  K  S  L  V  G  E  R  I  *  
      946 ATGTAAGAGAAATTGTAAGAGCATTAGATAGTGCTAATTTTGAGG 
      991 GTAAGACTGCTCTGGTTACAGGTGGTGCTG 
 
 
Abb. Anhang 7: Nukleotidsequenz des Klons pET11ctrans8 (849 bp): Die für die Transferase 8 aus P. furiosus
codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 77 bis 924. Die korrespondierende Aminosäuresequenz
(283 AS) ist darunter dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert.  
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Abb. Anhang 8: pET11 a-d Plasmid Novagen [MOFFATT & STUDIER, 1986; ROSENBERG et al., 1987; STUDIER et al.,
1990]: Der pET11 Vektor trägt einen N-terminalen T7-Tag® Sequenz und eine BamHI cloning site. Diese Vekto-
ren sind die Vorläufer vieler pET Vektoren. Die Sequenz ist nach der Konvention pBR322 bechriftet, weshalb
die T7 Expressionsregion revers auf der Vektorkarte gezeigt ist. Die Klonierungs- und Expressionsregion des
kodierenden Strangs, die von der T7 Polymerase abgelesen wird, befindet sich dahinter. 
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Abb. Anhang 9: pET15 b (+) Plasmid Novagen [MOFFATT & STUDIER, 1986; ROSENBERG et al., 1987; STUDIER et al.,
1990]: Der pET24 Vektor trägt einen N-terminalen T7-Tag® Sequenz mit anschließender Trombinschnittstelle
und drei cloning sites. pET15b trägt ebenfalls eine Ampicillin-Resistenz. Die Sequenz ist nach der Konvention
pBR322 bechriftet, weshalb die T7 Expressionsregion revers auf der Vektorkarte gezeigt ist. Die Klonierungs-
und Expressionsregion des kodierenden Strangs, die von der T7 Polymerase abgelesen wird, befindet sich dahin-
ter. 
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Abb. Anhang 10: pET24 a-d (+) Plasmid Novagen [MOFFATT & STUDIER, 1986; ROSENBERG et al., 1987; STUDIER et
al., 1990]: Der pET24 Vektor trägt einen N-terminalen T7-Tag® Sequenz und zusätzlich eine C-terminalen His-
Tag®. Unterschied zum pET11c liegt in der Kanamycin-Resistenz anstelle der Ampicillin-Resistenz. Die Sequenz
ist nach der Konvention pBR322 bechriftet, weshalb die T7 Expressionsregion revers auf der Vektorkarte gezeigt
ist. Die Klonierungs- und Expressionsregion des kodierenden Strangs, die von der T7 Polymerase abgelesen wird,
befindet sich dahinter. 
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